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Abreviaturas

APC/C: Complejo promotor de la Anafase o Ciclosoma (siglas en inglés) que cataliza
la ubiquitinacion de proteinas promoviendo la transicion de metafase a anafase.
ATP: Trifosfato de Adenosina (por sus siglas en inglés).

CRK: cinasa relacionada con Cdc2 (por sus siglas en inglés) de parasitos.

DNA: Acido desoxirribonucleico.

D.O.: Densidad Optica.

dNTPs: Trifosfato de desoxirribonucledétidos

HisProbe-HRP:Sonda que detecta la etiqueta de 6X-His.

IPTG: Isopropil-B-D-tio-galactosido.

kDa: kilo Daltons.

LB: Medio de cultivo Luria-Bertani para bacterias.

pb: pares de bases.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.

PEG: Polietilenglicol.

RNA: Acido ribonucleico (siglas en inglés).

RFC: Region que flaguea el gen CKS1 de S. cerevisiae

SCF: Complejo multiproteico constituido por SKP1, Culina y proteinas que tienen
una F-box (siglas en inglés), que cataliza la ubiquitinacién de proteinas destinadas a
la degradacion por componentes del proteosoma.

SDS: Dodecil Sulfato de Sodio.

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio.
Tvcksl y Tvcks2: genes que codifican para las proteinas TVCKS1y TvCKS2,
respectivamente, de Trichomonas vaginalis.

TvCKS1 y TvCKS2: Subunidades reguladoras de la cinasa dependiente de ciclina
de T. vaginalis.

VIH: Virus de Inmunodeficiencia Humana.

TA: Temperatura ambiente.
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Resumen.

Trichomonas vaginalis es un protozoario parasito flagelado, agente causal de la
tricomoniasis humana, la enfermedad de transmisién sexual no-viral mas comun en
el mundo. Aspectos de la biologia basica de este parasito como la regulacién de su
ciclo celular, que brindan informacién util para la busqueda de nuevas alternativas en
su tratamiento y diagnostico han sido escasamente estudiados. Es por esta razén
que, nuestro laboratorio y en especifico el presente trabajo, se ha enfocado en
investigar sobre esta tematica.

El ciclo celular en eucariontes esta regulado principalmente por la actividad de los
heterodimeros formados por las cinasas dependientes de ciclina (CDK) y las ciclinas.
Se ha comprobado que la actividad de este heterodimero “in vivo” depende de la
uniébn a una subunidad reguladora de las cinasas dependientes de ciclinas
denominadas CKSs.

Las CKSs son proteinas de bajo peso molecular, esenciales y conservadas en todos
los organismos eucariontes. Estas se unen al complejo CDK-ciclina actuando como
factores de especificidad de sustrato e intervienen en la interaccion entre las CDKs y
sus reguladores. Ademas, las CKSs pueden formar dimeros u oligdmeros estables y
se ha sugerido que esto pudiera ser un mecanismo de regulacién de su union a las
CDKs.

En nuestro laboratorio se identificaron previamente dos genes en T. vaginalis que
codifican para dos proteinas tipo CKS (TvCKS1 y TvCKS2) y se comprob6 que
interactian con tres CDKs de T. vaginalis (TVCRKSsS). En el presente trabajo nos
propusimos caracterizar funcionalmente a estas proteinas a través de un método de
complementacion empleando una levadura mutante deficiente en el gen CKS1 y
evaluando si estas proteinas podian formar dimeros como sus homologas de otros
organismos. Se obtuvo como resultado que TvCKS1 y TvCKS2 complementan la
funcién de la levadura mutante sustentando su posible papel como reguladores del
ciclo celular en T. vaginalis. Ademas, se observo que tanto TvCKS1 como TvCKS2
forman homodimeros lo que, al igual se ha sugerido para otras CKSs, posiblemente
sea una forma de regulacion de la funcion de las TvCKSs en T. vaginalis. Este
trabajo aporta un conocimiento adicional de estas proteinas desde el punto de vista
funcional y estimulan a continuar el estudio de su papel como posibles reguladores

del ciclo celular en este organismo.



1. Introduccioén.

La Tricomoniasis es la enfermedad de transmision sexual no-viral mas comun en el
mundo cuyo agente etioldgico es el protista parasito Trichomonas vaginalis. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima una incidencia de 276 millones de
nuevos casos cada afo y una prevalencia de 187 millones de individuos infectados
(WHO., 2012). La alta incidencia/prevalencia, el incremento de la resistencia al
tratamiento, asi como la asociacion con otras patologias ha incrementado la atencion
sobre esta enfermedad (Menezes et al., 2016). Uno de los retos en el diagndstico y
tratamiento final de T. vaginalis es la alta proporcidon de infecciones asintomaticas.
Cuando hay sintomas son generalmente leves como: irritacion, prurito, descarga
vaginal, mal olor y/o inflamacion del tracto urogenital y tejidos vecinos. Sin embargo,
las infecciones pueden conducir a complicaciones severas como erosion cervical,
nacimientos prematuros y/o recién nacidos con bajo peso. Ademas T. vaginalis
puede causar esterilidad tanto en el hombre como en la mujer e incrementa el riesgo
de adquirir VIH y cancer cervical. Estas complicaciones sustentan la necesidad de
encontrar nuevos blancos terapéuticos y para el diagnostico de la tricomoniasis
mediante un estudio mas profundo de la biologia basica del agente causal patdgeno
(Kusian & Gould, 2014).

T. vaginalis es un parasito microaerdfilo extracelular, que infecta el tracto urogenital
en humanos. En la mujer, coloniza la mucosa del epitelio vaginal y en el hombre el
epitelio de la uretra y la préstata donde se reproduce asexualmente por fisién binaria
longitudinal. El ciclo celular de este parasito ocurre a través de un proceso
denominado mitosis cerrada con un huso extranuclear, donde no existe ruptura de la
envoltura nuclear (Ribeiro et al., 2000). Los principales componentes que participan
en la regulacion del ciclo celular en eucariontes son las proteinas cinasas
dependientes de ciclinas (CDKs), las ciclinas y la subunidad reguladora de las
cinasas dependientes de ciclina (CKS) (Morgan, 2007). En T. vaginalis, estos
componentes han sido poco estudiados y son tema de investigacion de nuestro grupo
de trabajo. El primer reporte de elementos reguladores del ciclo celular en T.
vaginalis fue realizado por nuestro laboratorio, donde se identificaron 3 proteinas
CRKs (TvCRK1, TvCRK2 y TVCRK5) y 2 CKSs putativas (TVCKS1 y TvCKS2) y se
demostré que estas Ultimas se podian unir a dos de las primeras (TVCRK1 y

TvCRK?2). Sin embargo, su funcién ain no ha sido definida (Amador et al., 2017).



2. Marco teorico.
2.1. Biologia de T. vaginalis.
2.1.1. Taxonomia.

T. vaginalis es un protista representativo del subgrupo eucariota Excavata que
incluye otros protozoarios parasitos como Leishmania, Trypanosoma y Giardia
(Loker & Hofkin ,2015). Dentro del grupo Excavata, T. vaginalis se ubica en el
orden Parabasalia que agrupa microaerdfilos unicelulares flagelados que
incluyen parasitos y comensales de hospederos vertebrados, comensales y
endosimbiontes de hospederos invertebrados y unas pocas especies
descritas de vida libre (Dacks et al., 2008; Amador et al., 2017).

Parabasalia es un linaje altamente divergente de los organismos
eucariontes (Hampl et al.,, 2009; Amador et al., 2017) cuyos miembros
presentan propiedades metabdlicas y citoesqueléticas inusuales. Una de
estas caracteristicas especificas es la ausencia de mitocondrias y presencia
de un organelo relacionado denominado hidrogenosoma (Malik et al., 2011).
Otra propiedad, relacionada con el citoesqueleto, es la presencia de un
aparato parabasal que consiste en el complejo de Golgi unido a fibras
estriadas cerca el cariomastigonte (una estructura que comprende el nacleo y
cuatro cuerpos basales que se anclan a los tres flagelos anteriores y al flagelo
recurrente) (Arroyo et al.,1993).

2.1.2 Ciclo de vida y aspectos fundamentales de la biologia celular.

2.1.2.1 Ciclo de vida y estructura celular

T. vaginalis posee un tamafio promedio de 9 a 23 ym de largo y 7um de ancho
(Bouchemal et al., 2017). Las células de T. vaginalis de vida libre tienen
generalmente morfologia piriforme. La forma virulenta de este parasito pasa por
un proceso de morfogénesis donde las células se vuelven ameboides en pocos
minutos cuando se exponen al tejido del huésped (Hirt, 2013).

T. vaginalis tiene 4 flagelos anteriores de 7 a 18 ym de largo que le confieren
Su movimiento caracteristico torcido y ondulante. Ademas, presenta un quinto
flagelo ubicado en el extremo posterior incorporado en una membrana
ondulante cuya longitud es equivalente a la mitad del tamafio de la célulay
estd sostenido por una estructura delgada, no contractil denominada costa

(Benchimol, 2004). La costa es parte de un conjunto de estructuras
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citoesqueléticas Unicas en parasitos Parabasalia. Otros componentes de este
grupo son el axostilo que consiste en una docena de microtibulos altamente
organizados y la pelta, la cual esta conectada con el axostilo y lo envuelve
a traves del complejo del cuerpo parabasal (Preisner et al., 2016) (Figura 1).

T. vaginalis presenta también un nucleo, -caracteristico de células
eucariontes, asi como un aparato de Golgi altamente desarrollado (Preisner et
al, 2016; Bouchemal et al., 2017).

Figura 1. Dibujo esquematico de T. vaginalis. Se ilustran las principales estructuras
citoesqueléticas y organelos (Tomado de Preisner et al., 2016).

2.1.2.2 Metabolismo

T. vaginalis prolifera principalmente en habitats anaerobicos. Este parasito
emplea los carbohidratos como la principal fuente de energia a través de la
fermentacion tanto en condiciones aerobias como anaerobias (Petrin et al.,
1998). El metabolismo de los carbohidratos en T. vaginalis se lleva a cabo en
dos compartimientos: en el citoplasma y en los hidrogenosomas. En el
citoplasma de T. vaginalis ocurre la via clasica de glucdlisis. Los
hidrogenosomas posteriormente importan piruvato y malato para generar ATP

a través de la fosforilacion a nivel de sustrato, sin el uso de O, como ultimo
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aceptor de electrones y liberando CO,, hidrégeno molecular y acetato como
productos finales (Petrin et al., 1998). Los hidrogenosomas carecen de ADN,
asi como de crestas, citocromos y quinonas los cuales son componentes
tipicos de las mitocondrias (Martin, 2006).

La descarboxilacion oxidativa del piruvato para formar Acetil coenzima A esta
catalizada por la piruvato: ferredoxina oxidorreductasa (PFO, siglas en inglés),
una enzima localizada en las membranas de los hidrogenosomas (Meza-
Cervantez et al.,, 2011). Esta enzima contiene motivos Fe-S que transfiere
electrones de manera semejante al complejo de transporte de electrones de las
mitocondrias. La formacién de hidrogeno estd catalizada por la Hidrogenasa
Fe-Fe, una oxidorreductasa presente en los hidrogenosomas que utiliza para
este fin los electrones derivados del piruvato y transferidos por la Ferredoxina
2Fe-2S (Hrdy et al., 2008). Varios estudios han demostrado que
concentraciones de O, ambientales [21% (vol / vol) en aire], provocan la
inhibicion o inactivacion de estas dos enzimas afectandose el metabolismo
energético del parasito. (Lloyd, 1996; Miiller et al., 2012).

Muchos protistas como T. vaginalis pueden multiplicarse facilmente en
presencia de bajas concentraciones de O,, en el intervalo de 3 a 30 uM
correspondiente a 1 al 10% de los niveles presentes en la atmosfera (Muller et
al., 2012). Algunos, como T. vaginalis, se ha visto que pueden crecer incluso
ligeramente mas rapido en presencia de bajas concentraciones de O, que en
completa ausencia de O, (Paget Lloyd, 1990).

Niveles de O, en el rango de 1 pM provocan cambios metabdlicos que
dan lugar a la liberacion de productos finales del metabolismo energético con
alto grado de oxidacion lo cual resulta en niveles incrementados de ATP a
través de la misma reaccién de fosforilacion a nivel de sustrato que funciona
en ausencia de O, (Muller et al., 2012). Ademas, se ha identificado en las
trichomonas la presencia de una enzima NADH oxidasa, tambiéen llamada
diaforasa, que transfiere 4 electrones de la oxidacion de la glucosa
directamente al O,, produciendo agua (Tanabe 1979; Miller et al., 2012).

Estas circunstancias son las bases para designar estos protistas como
microaerofilicos en lugar de la designacibn mas genérica de anaerdbicos
(Muller et al., 2012).



2.1.3 Division celular

La fisibn binaria longitudinal es, hasta ahora, la forma principal descrita de
division en T. vaginalis, pero en el parasito y especies relacionadas se ha
observado también la formacion de estructuras multinucleadas que pueden
migrar activamente a la célula del hospedero y de las cuales pueden brotar
las células individuales (Paget & Lloyd, 1990).

Los organismos pertenecientes al phylum Parabasalia se caracterizan por
presentar una mitosis cerrada en la que la envoltura nuclear permanece
intacta durante todo el proceso de division y el huso mitético permanece
extranuclear (Gerbord et al., 2000).

La mitosis en T. vaginalis dura alrededor de 45 minutos y esta dividida en 5
fases: Profase, Metafase temprana y tardia, Anafase temprana y tardia y
citocinesis. (Gomez-Conde et al., 2000).

Un estudio realizado por Riley y colaboradores (Riley et al., 1994) mostro
que las células de T. vaginalis exhiben un perfil inusual de ciclo celular en el
que el periodo G2 es dominante en el crecimiento logaritmico y la sincronia de
la fase G2 se induce en la fase estacionaria. Ademas, se observdé que
compuestos que detuvieron las células de levaduras y vertebrados en la fase
G1/S no tuvieron efectos en el ciclo celular T. vaginalis. Por otra parte, los
inhibidores mitéticos antimicrotibulos, Colchicina y Nocodazol, indujeron
sincronizacion de la fase G2 en T. vaginalis. Estas observaciones sugirieron
que el ciclo celular en T. vaginalis es similar al de las células de levaduras y
vertebrados en las fases G2 y M, pero la transicion entre las fases G1/S es

diferente en el parasito.
2.1.4 Genética.

El genoma y la capacidad codificadora asociada a T. vaginalis, al contrario de
lo que sucede en muchos otros parasitos, no esta experimentando reduccion.
La secuenciacion original del genoma estimé que el genoma del parasito
codifica para mas de 60 000 proteinas en 6 cromosomas haploides que
juntos comprenden aproximadamente 160 Mpb (Carlton et al., 2007).

En un estudio posterior, después de agrupar secuencias idénticas, se
estimaron 46000 genes en T. vaginalis incrementando el genoma estimado a
175 Mpb (Smith and Johnson, 2011).



Estas diferentes estimaciones de la talla del genoma y el nUmero de genes
codificantes se deben en gran medida a la naturaleza repetitiva del genoma
(se cree que mas del 65% del genoma consiste en secuencias repetidas) y a
un numero desconocido de eventos de duplicacion del genoma que ha
causado que muchas familias de genes se expandan masivamente (Kusdian
et al., 2014).

2.1.5 Factores de virulencia

El trofozoito es tipicamente considerado como la forma infecciosa de T.
vaginalis (Hirt, 2013). A diferencia de la Giardia, otro parasito anaerobio del
grupo Excavata, ni el ciclo de vida de las Trichomonas ni su modo de
transmision requiere de un estado quistico (Harp & Chowdhury, 2011; Petrin et
al., 1998). Adicionalmente el parasito puede diferenciarse en pseudoquistes
bajo condiciones no favorables como exposicion al frio u otros factores de
estrés (Pereira-Neves et al., 2003). En estos pseudoquistes la membrana
plasmatica se vuelve perfectamente esférica sin flagelos visibles y los
pseudoquistes pueden dividirse y diferenciarse en trofozoitos nuevamente.
(Pereira-Neves et al., 2003; Hirt, 2013). También se ha observado que estos
T. vaginalis puede formar largos agregados, un proceso conocido como
“enjambre” el cual se ha sugerido que ocurre como reaccion de defensa o
estrés (Hirt, 2013). Esta forma se ha observado también en cultivos que
alcanzan la fase estacionaria (Harp & Chowdhury, 2011).

T. vaginalis infecta el epitelio escamoso del tracto genital. En la mujer el
principal sitio de infeccion con T. vaginalis es la vagina, pero los trofozoitos
pueden alcanzar también la uretra y el endocervix. Por otra parte, en el
hombre, el parasito reside en la prostata y la uretra (Menezes et al., 2016). La
mayoria de las mujeres (85 %) y hombres (77 %) infectados con T. vaginalis
son asintomaticos. Un tercio de las mujeres asintomaticas se vuelven
sintoméaticas en 6 meses (Kinssinger 2015).

T. vaginalis es transmitido entre humanos, principalmente por relaciones
sexuales. La adhesion de T. vaginalis a la célula huésped es el primer paso
critico en la patogénesis de la tricomoniasis. EI cambio a la forma ameboide
inicia sefales tempranas de union y contribuye a incrementar la expresion de

moléculas de adhesion (Kissinger, 2015).
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T. vaginalis puede ocasionar hemolisis a través de la secrecion de proteinas
semejantes a perforinas que forman poros en la pared celular de los globulos
rojos. Ademas, el pardsito puede provocar este mismo efecto a través de la
fagocitosis de los glébulos rojos. T. vaginalis no es capaz de sintetizar hierro y
acidos grasos para su sobrevivencia individual, teniendo en cuenta este hecho
se ha sugerido que los glébulos rojos son una de las fuentes principales de
estos nutrientes (Malla et al., 2014).

La secrecion de enzimas con actividades cistein-proteasas (CPs) tienen un
importante papel en la patogénesis del parasito. T. vaginalis tiene de 11 a 23
cistein-proteasas diferentes que intervienen en la nutricion, hemolisis y
también ayudan a la invasion del parasito (Malla et al., 2014).

Estudios recientes demostraron la secrecion por el parasito de vesiculas tipo
exosomas, y no tanto de proteinas y factores solubles. Estos exosomas
contienen RNA y una variedad de proteinas, y se demostr6 que pueden
unirse a la célula huésped y modular la virulencia del parasito contra las
células vaginales y de la prostata. También se demostro que estas vesiculas
tienen propiedades inmunomoduladoras, acentuando el efecto de las
moléculas secretadas en el establecimiento de la infeccién (Twu et al., 2013,
Fichorova et al., 2017).

Se ha descrito que las CPs en T. vaginalis disminuyen los niveles de IgG e
IgA vaginales, por lo que la habilidad del parasito de evadir el sistema inmune
del huésped es uno de los aspectos importantes de la patogénesis.
Adicionalmente, el mucus cervical es deficiente en el complemento lo que
permite al parasito evadir la destruccion mediada por esta via de defensa
(Malla et al, 2014, Twu et al, 2013, Fichorova et al., 2017).
Se ha propuesto que T. vaginalis puede hacer el papel de “caballo de Troya”
en el ambiente microbiano, ya que puede tener una asociacion simbidtica con
Mycoplasma hominis, una pequefia bacteria asociada con infecciones de los
sistemas respiratorio y urogenital. Varios estudios demostraron que la
asociacion entre ambos microorganismos alcanza valores de prevalencia
elevados de entre 20 y 92% y que esto puede influenciar positivamente los
efectos citopatogéenicos de T. vaginalis sobre las células epiteliales y las

respuestas inflamatorias (Malla et al., 2014, Fichorova et al., 2017).
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T. vaginalis puede también ser infectada por cuatro virus conocidos como virus
de T. vaginalis (Tv) que son miembros de la familia Totiviridae. Se ha
demostrado una asociacién entre la presencia de los virus y la expresion de
proteinas inmunogénicas en la superficie de T. vaginalis, variaciones
fenotipicas en el protozoario, y sobrexpresion de ciertos factores de
virulencia (Fichorova et al., 2017).

Un aspecto muy importante de la infeccidbn con T. vaginalis es su asociacion
con la transmision y adquisicion de VIH. Existen estudios que han mostrado
que la tricomoniasis esta asociada con un incremento de 2.7 veces en el riesgo
de adquisicion de VIH. Estos datos son especialmente significativos teniendo
en cuenta la alta prevalencia de la tricomoniasis en la poblacion en general, y
en grupos de riesgo en particular (Menezes et al., 2016).

Varias investigaciones indican que existe un mayor riesgo de adquisicion de
VIH entre mujeres infectadas por T. vaginalis en comparacion con mujeres no
infectadas. Esta mayor susceptibilidad puede deberse desde el punto de vista
bioldgico a tres razones: la respuesta inflamatoria a la infeccién por TV provoca
una mayor aparicion de células diana del VIH ; La infeccion por TV puede
dafar la barrera mecanica al VIH a través de hemorragias puntiformes de la
mucosa Y la infeccion por TV puede cambiar la flora vaginal normal lo cual la
hace mas permisiva para la vaginosis bacteriana y esto a su vez puede
aumentar el riesgo de contraer el VIH (Kissinger, 2015).

Otro aspecto que destacar con respecto a las complicaciones de la
tricomoniasis en la mujer es su relacion con un incremento del riesgo de
desarrollar cancer cervical (Kissinger, 2015; Fichorova et al., 2017). Existen
evidencias de que la infeccion con T. vaginalis esta asociada a la adquisicion
del Virus del Papiloma Humano (Gram et al., 1992; Ghosh et al., 2017). Este
virus ha sido relacionado con diferentes tipos de cancer incluyendo cancer
cervical por lo que pudiera existir una relacion indirecta entre la infeccion con T.
vaginalis y la aparicion de neoplasia cervical (Kissinger, 2015; Ghosh et al.,
2017).

T. vaginalis puede estar también relacionada con cancer en el hombre.
Aunque se han encontrado resultados contradictorios relacionados con el
estado serologico de T. vaginalis y el cancer de préstata, evidencias

recientes sugieren una fuerte asociacion (Kissinger, 2015; Fichorova et al.,
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2017). Este parasito ha sido frecuentemente encontrado en muestras de fluido
prostatico de hombres asintomaticos parejas de mujeres con tricomoniasis por
lo que se cree que la préstata puede servir como reservorio de T. vaginalis en
el hombre. La tricomoniasis puede causar prostatitis cronica, y se ha detectado
adicionalmente la presencia de este parasito en tejido prostatico hiperplasico
benigno. Se han propuesto dos mecanismos moleculares sinérgicos para
explicar como este parasito puede contribuir al cancer de préstata. Primero, la
infeccién con T. vaginalis esta caracterizada por citopatogenicidad, influjo de
leucocitos e inflamacién crénica que es importante para el desarrollo de
cancer. Segundo, se ha sugerido que la union de proteinas adhesinas
especificas de T. vaginalis a células epiteliales normales de la prostata
desencadena una cascada de sefalizacion a través de proto-oncogenes
conocidos P1M1, c¢-MYC HMGA1l que finalmente conducen a la

carcinogénesis de prostata (Sutcliffe et al., 2012).
2.2. El ciclo celular

El ciclo celular constituye una secuencia ordenada de eventos en los que la
célula duplica su contenido y se divide en dos células hijas (Alberts et al.,
2010).

El ciclo celular eucariota ha sido normalmente dividido para su estudio en 4
fases: Gapl (G1), Sintesis (S), Gap2 (G2) y Mitosis en células somaticas o
Meiosis en células germinales (M). En la mayoria de los ciclos celulares las
fases G1 y G2 separan la fase S y la fase M. Estos son periodos en los que la
célula crece y que proveen de tiempo para monitorear el ambiente externo e
interno para asegurar que las condiciones son favorables antes de que la célula
desencadene los eventos de fase S y M. En la mayoria de las células la fase
G1 es el periodo de tiempo que transcurre entre la fase M y la fase S mientras
gue la fase G2 separa el final de la sintesis de DNA en la fase S de la iniciacion
de la mitosis. A las fases G1, S y G2 se les denomina en conjunto: interfase
(Alberts, 2010).

Las células pueden entrar también en un estado de quiescencia 0 reposo
denominado Gp en el cual ha cesado el crecimiento y no replican su DNA,
aunque son metabdlicamente activas. En este estado pueden permanecer dias,

semanas 0 incluso aflos antes de volver a proliferar. Muchas células se
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mantienen permanentemente en Gy hasta que ellas o el organismo mueren
(Alberts et al., 2010).

El comienzo de la fase S estd marcado por el inicio de la replicacion del DNA.
El comienzo de la mitosis es acompafiado por la ruptura de la envoltura nuclear
y la condensacion de los cromosomas. La mitosis se divide en 4 etapas:
Profase, Metafase, Anafase y Telofase. La segregacion de las cromatidas
hermanas marca la transicion de la metafase a la Anafase (Hochegger et al.,
2008; Harashima et al., 2013).

La Citocinesis es el proceso que sigue a la mitosis y completa el programa de
division celular con la formacion de dos células hijas separadas por la
membrana plasmatica y, dependiendo de la especie, la pared celular
(Harashima et al., 2013).

La progresion a través del ciclo celular es regulada a traves de distintos puntos
de control. Estos puntos claves en la regulacion son la entrada a la fase S
(punto de control G1-S), la entrada a la mitosis (punto de control G2—-M) y la
transicion de la Metafase a la Anafase (Harashima et al., 2013) (Figura 2).

Los puntos de control en el ciclo celular eucariético aseguran que la division se
produzca solo después de un crecimiento suficiente y una replicacion fiel del
ADN, y solo cuando existan condiciones internas y externas favorables. En
cada punto de control, numerosas proteinas participan en una serie de
reacciones bioquimicas cuidadosamente coordinadas. Esta complejidad
permite una regulacion precisa de todos los pasos en el ciclo celular, y es
esencial para evitar consecuencias devastadoras en la division celular que

puedan perpetuarse (Harashima et al., 2013).
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Figura 2. Modelo clasico de las fases y puntos de control del ciclo celular (sefialados con
saetas). (Modificado de Hocheggeri et al.,2008).

2.3. Principales reguladores del ciclo celular

La division celular es una de las caracteristicas fundamentales de la vida y, por
lo tanto, varios elementos del control de este proceso son comunes tanto para
procariotas como para eucariotas (Amon, 1998). El grado de conservacion
evolutiva es especialmente notable entre los eucariotas, donde la progresion a
través de las fases sucesivas del ciclo celular en especies tan diversas como la
levadura y humanos es impulsada por una clase comun de proteinas cinasas
denominadas cinasas dependiente de ciclinas (CDK), por las proteinas ciclinas
y por la subunidad reguladora de la CDK (CKS). La expresiéon y funcion de
estas proteinas esta bajo un control estricto para garantizar una division celular
exitosa (Mironov et al., 1999).

Un estudio comparativo de la regulacion del ciclo celular entre diferentes
organismos eucariontes apoyo la idea de que los eucariontes tempranos ya
tenian un ciclo celular complejo, con parte de la red reguladora clave en el
antepasado comun de todos los eucariontes. Sin embargo, este mismo estudio
demostré que el ciclo celular también muestra una sorprendente capacidad de
variacion. No solo se ha observado que puede desempefiar roles similares
mediante la sustitucion por proteinas nuevas en nodos conservados de la red
reguladora, sino que incluso las vias aparentemente cruciales pueden alterarse
drasticamente (Harashima et al., 2013). Mientras que las algas y hongos

unicelulares tienen repertorios de CDK-ciclina relativamente pequefios, en
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metazoarios y plantas en floracion, tanto las familias de genes de CDK como
de ciclina han experimentado de manera independiente especializaciones

funcionales especificas del linaje (Harashima et al., 2013).
2.3.1. Cinasas dependientes de ciclina (CDK)

Las transiciones coordinadas entre las fases del ciclo celular dependen
esencialmente de una familia de proteinas conservadas evolutivamente
denominadas Cinasas Dependientes de Ciclinas (CDKs) (Canavese et al.,
2012).

Las CDKs son cinasas de serina/treonina que requieren para su actividad de la
unién a una subunidad reguladora llamada ciclina. Las CDKs se caracterizan
por su dependencia de subunidades separadas de proteinas que proveen
secuencias adicionales requeridas para su actividad enzimatica (Malumbres,
2014).

Todas las CDKs tienen una estructura bilobulada. El I6bulo N-terminal esta
formado fundamentalmente por hojas [-plegadas y el lI6bulo C-terminal esta
compuesto por a-hélices. El lobulo N-terminal contiene el componente
inhibitorio conocido como lazo-G (rico en glicina) y el I6bulo C-terminal contiene
segmentos de activacion (conocido como lazo T) que incluyen residuos
fosforilables de serina o treonina. El sitio activo esta ubicado entre los dos
I6bulos (Malumbres, 2014; Kalra et. al., 2017).

Muchas CDKs comparten un motivo en una a-hélice caracteristica situada en el
I6bulo N-terminal. Este motivo estd constituido por una secuencia de 16
aminoacidos EGVPSTAIREISLLKE, abreviada como PSTAIRE, la cual es una
region involucrada en la union a ciclinas. El motivo PSTAIRE esta presente en
Cdc2 de S. pombe y Cdc28 de S. cerevisiae y ha servido para identificar
homélogos de Cdc2 en muchos organismos. Otras CDKs con funciones mas
especializadas y limitadas en el ciclo celular tienen un motivo parcial PSTAIRE
0 una variacion en la secuencia que parece mantiener la funcidon de unién a
ciclinas (Srivastava, 2002; Malumbres, 2014).

Las CDKs interactian con sus sustratos con cierta especificidad por la
secuencia consenso S/TPXK/R (donde X representa cualquier aminoacido) que
contiene el sitio de fosforilacién (Figura 3). Esta interaccion se produce como

consecuencia de la presencia de un bolsillo hidrofébico cerca del sitio catalitico
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de la CDK que acomoda la prolina con posicién +1. Sin embargo, el requisito
para el residuo basico en la posicion +3 no se mantiene en Cdk4 o CDK
transcripcionales, que se unen a secuencias consenso S/T-P-X menos estricta
(Malumbres, 2014).

Figura 3. Sitios de reconocimiento del sustrado complejo CDK-Ciclina-CKS. El sitio central de
reconocimiento del sustrato cae en el sitio activo lazo-T el cual interactia con la secuencia
consenso SPXK que contiene el sitio de fosfrilacion. Un motivo RXL en algunos sustratos
interactla con una region hidrofobica en la ciclina y de esta manera incrementa la velocidad de
fosforilacién. La presencia de un bolsillo catiénico de unién a fosfato en la subunidad
reguladora accesoria CKS1 puede facilitar interacciones con blancos que contienen sitios
multiples de fosforilacién (Modificado de Morgan, 2007).

En Saccharomyces cerevisiae se han descrito 6 CDKs. Estas CDKs pueden ser
ubicadas en dos grupos: el primero, constituido por CDKs que unen mdltiples
ciclinas y pueden regular el ciclo celular y el segundo, compuesto por CDKs
que son activadas por una sola ciclina, no son reguladas usualmente de una
manera dependiente del ciclo celular y estan involucradas en la regulacién de
la transcripcion. En S. cerevisiae, dos CDKs (Cdc28 y Pho85) componen el
primer grupo, cada una de estas une 9 o 10 ciclinas, respectivamente. El
segundo grupo comprende cuatro CDKs (Kin28, Srb10, Burl y Ctkl) cada una

activada por una unica ciclina especifica. Las ciclinas que se unen a este ultimo
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grupo de CDKs usualmente no son reguladas de una manera dependiente del
ciclo celular (Malumbres, 2014).

En S. cerevisiae y Schizosaccharomyces pombe, solo una CDK (Cdc28 y
Cdc2, respectivamente), es esencial para la proliferacion de estas levaduras.
Estas cinasas pueden controlar completamente el ciclo celular uniéndose a
ciclinas especificas en diferentes estados del ciclo. En S. cerevisiae Pho85,
aunque no es esencial, es una CDK altamente relevante requerida para la
viabilidad en condiciones de stress por ejemplo el crecimiento después de la
inanicion. El resto de las CDKs en S. cerevisiae contribuyen a la progresion del
ciclo a través de regular la expresion genética y el metabolismo celular
(Malumbres et al., 2014).

En contraste, en metazoarios las CDKs han evolucionado formando pequefas
familias donde los miembros individuales desarrollan funciones diferentes
durante el ciclo celular; por ejemplo, la Cdkl controla fundamentalmente la
mitosis y la Cdk2 se encarga de regular la entrada a la fase S en humanos,
ratén, Xenopus laevis, Drosophila melanogaster y Caenorhabditis elegans con
la ayuda adicional de Cdk4 y Cdk6 (Harashima et al., 2013; Malumbres et al.,
2009)

El genoma de los mamiferos contiene al menos 20 CDKs y existe una amplia
red de interaccion entre CDKs y ciclinas. CDK1 es el unico miembro esencial
de la subfamilia de las CDKs (Brown et. al., 2015). Varios estudios han
demostrado que los ratones knockouts de Cdk2, Cdk4 y Cdk6 son viables
(Brown et al.,, 2015). Las células manejadas por ingenieria genética para
expresar solo CDK1 pueden exitosamente replicar y dividir su DNA, ya que
bajo estas circunstancias CDK1 puede formar complejos con las ciclinas A, B,
Dy E (Brown et al., 2015).

Durante el ciclo celular, en la mayoria de los casos, la concentracion de la
subunidad cinasa es relativamente constante mientras que la concentracion de
la subunidad ciclina oscila de manera importante durante el ciclo (Hochegger et
al., 2008) (ver seccidon 2.4.2). La cinasa es completamente inactiva sin la unién
a la ciclina pareja. Igualmente, la activacion de la holoenzima, ademas de la
union a la ciclina, requiere de la fosforilacion de residuos importantes en el lazo
T de la CDK [por ejemplo, treonina 161 (T-161) en CDK1 y treonina 160 (T-160)

en CDK2] (Figura 3); este residuo es fosforilado por la cinasa activadora de
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CDK (CAK). La fosforilacion en este sitio mejora la unién al sustrato y la
estabilidad del complejo CDK-ciclina (Pavletich, 1999).

Asi pues, el mecanismo de activacion de la CDK involucra su union a una
ciclina en el segmento C-terminal via interacciones no covalentes lo que
conlleva a la accesibilidad del ATP al sitio catalitico para la fosforilacion del
residuo de treonina activador (Kalra, 2017).

Los miembros de la familia de CDKs y ciclinas son en su mayoria
intercambiables lo que permite formar un gran nimero de combinaciones en la
célula y de esta manera ampliar la complejidad en la modulacion de la actividad
de las CDKs. Esta promiscuidad y su habilidad para fosforilar multiples
sustratos constituyen las bases de la regulacion dindmica de las cinasas y, por
tanto, la regulacion del ciclo celular en respuesta a diferentes sefales celulares
(Malumbres, 2014).

En humanos la CDK1 fue identificada como homodloga de S. cerevisiae /S.
pombe Cdc28/Cdc2. Esta enzima se une a la ciclina Ay a la ciclina B durante el
ciclo celular de este organismo. La ciclina A se expresa primero durante la fase
G1 tardia, donde inicialmente se une a CDK2 promoviendo la entrada a la fase-
S. Posteriormente los niveles de ciclina A incrementan y esta se une y activa
rapidamente a CDK1 para generar complejos detectables de CDK1-ciclina A.
Hacia la transicion S/G2, CDK1-ciclina A también regula la entrada a la mitosis
y este complejo persiste hasta la destruccion de la ciclina A via el complejo del
ubiquitina-proteosoma al inicio de la pro-metafase temprana (Brown, 2015). La
CDK1 de humanos es la unica CDK que se une a la ciclina B, la cual comienza
a acumularse en la fase S. A diferencia del complejo CDK1—ciclina A cuya
actividad depende de la acumulacion de la ciclina, la actividad de CDK1—ciclina
B es regulada por las actividades opuestas de las proteinas cinasa Weel y la
proteina fosfatasa Cdc25, que en conjunto determinan el grado de inhibicion
por la fosforilacion dentro del sitio activo CDK1 (Brown, 2015).

La activacion de CDK1-ciclina B indica el inicio de la mitosis y los complejos
CDK1 de las ciclinas A y B son necesarios para garantizar su finalizacion con
éxito. La actividad de CDK1 es disminuida en el comienzo de la Anafase como
resultado de la ubiquitinacién y posterior degradacion de las ciclinas A/B a
través de las actividades respectivas de la ubiquitina ligasa APC/C y el

proteosoma (Brown, 2015).
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Se han identificado un amplio espectro de substratos sobre los que actuan las
CDKs de vertebrados. La mayoria de estos substratos participan en procesos
celulares criticos que incluyen ensamblaje nuclear, regulacion de la actividad
de la CDK, organizacion del citoesqueleto, trafico vesicular y migracion celular
(Errico, 2010).

Las CDKs activas pueden ser “apagadas” de diferentes maneras. Por ejemplo,
las subunidades de ciclina pueden ser degradadas por protedlisis mediada por
ubiquitinas altamente especificas. Ademas, la holoenzima puede asociarse con
proteinas inhibidoras de unién fuerte como Sicl (en S. cerevisiae) y miembros
de la familia p21 (Cipl) (en vertebrados) (Hochegger, 2008; Fisher et al., 2012).
Igualmente, las CDKs pueden estar sujetas a fosforilaciones inhibidoras en
residuos especificos como por ejemplo la treonina 14 (T-14) y y tirosina 15 (Y-
15) en CDKL1. La fosforilacion en estos residuos la llevan a cabo las cinasas
Weel y Mytl, su efecto inhibidor radica en que interfieren con el adecuado
alineamiento del ATP en el sitio activo de la CDK (Pavletich, 1999).

En protozoarios se han identificado algunas proteinas reguladoras del ciclo
celular. Algunos genes que codifican para miembros de la familia de proteinas
cinasas CDKs han sido identificados en tripanosomatidos. Estos y sus
productos han sido genéricamente denominados como: cinasas relacionadas
con Cdc2 (CRKs siglas en inglés) para reflejar que en la mayoria de los casos
se ha demostrado la relacion estructural, pero se ha dificultado la relacion
funcional con las CDKs de otros organismos (Doering et al., 2000).

El analisis del genoma de los tres protozoarios parasitos tripanosomatidos,
Leishmania major, T. brucei y T. cruzi, revela que la familia de las CRKs en
éstos es relativamente grande, en comparacidbn con otros organismos
unicelulares, siendo identificadas 11 CRKs en T. brucei y L. major y 10 en T.
cruzi (Walker et al., 2011). En cuanto a complejidad parecen ser mas similares
a organismos multicelulares que a la levadura. Esto se ha sugerido que tiene
que ver con la existencia de un vinculo integral entre el control del ciclo celular
y la diferenciacion del ciclo de vida de estos parasitos que pudiera requerir de
especializacion en las CRKs (Grant, 1998).

La proteina denominada CRK3 ha sido de las mas estudiadas en Leishmania
mexicana (Grant et al.,, 1998), Leishmania major (Wang et al., 2009),
Trypanosoma brucei (Tu & Wang, 2004) y Trypanosoma cruzi (Santori et al.,
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2002). Un conjunto importante de datos respalda la idea de que CRK3 es un
homélogo funcional de CDK1 en estos parésitos (Walker et al., 2011). La CRK3
de L. major puede complementar una mutante nula de S. pombe Cdc2 sensible
a la temperatura, demostrando asi su homologia funcional con Cdc2 / CDK1
(Wang et al., 2009). El gen de L. mexicana CRK3 (con 99% de identidad con
CRK3 de L. major) es esencial, como corresponde a un regulador crucial de la
division celular (Hassan et al., 2001). En T. cruzi, CRK3 también se expresa en
todas las formas de ciclo de vida. En L. mexicana y T. brucei, se mostré que
CRK3 se unia tanto a p13 como al homélogo de la CKS de Leishmania p12,
mostrando actividad de la histona H1 quinasa (un sustrato clasico de CDK)
(Hammarton, 2007).

Adicionalmente el andlisis de secuencia de la CRK3 de estos parasitos indico
que contiene residuos y dominios conservados en otros organismos
importantes para la actividad de las CDKs identificadas en otros organismos
como son: el dominio PSTAIRE, implicado en la union de ciclina; T-14 y Y-15,
que se requieren para la unién de ATP y T-161, el residuo del lazo T activador
fosforilado por CAK (Walker et al., 2011).

En T. brucei, aunque las CRKs identificadas se agrupan filogenéticamente con
las CDKs de otros organismos, mas de la mitad contienen inserciones en su
dominio catalitico de cinasa en comparaciéon con la CDK1 de humano, y la
mayoria tienen extensiones en el extremo amino y/o carboxilo. Ademas, los
motivos de la caja PSTAIRE aunque reconocibles, son divergentes
(Hammarton, 2007).

En tripanosomatidos, se han identificado adicionalmente 10 ciclinas putativas,
CYC2-11. Leishmania posee una ciclina adicional, CYCA, que esta ausente
tanto de T. brucei como de T. cruzi (Walker et al., 2011).

En T. brucei se sabe poco sobre las parejas de las ciclinas y CRK, solo se ha
demostrado que CRK3 es dependiente de ciclina e interactia tanto con CYC2
como con CYC6 (Walker et al., 2011).

En tripanosomatidos se han identificado homologos de otros reguladores
importantes de la actividad de la CRK, como la proteina Weel. También se
identificd la presencia de una proteina accesoria reguladora de la CDK
homologa a CKS1 en estos organismos y se demostré que las CRKs de

tripanosomatidos pueden asociarse a dichas proteinas. Sin embargo, no se han
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identificado proteinas homoélogas a otros reguladores importantes de CDK
como Mytl, Cdc25 y CAK, ni de proteinas inhibidoras. La falta de identificacion
de estos reguladores se explica potencialmente por la divergencia observada
en la secuencia primaria de aminoacidos de las CRKs de estos parasitos. Esto
puede sugerir que otros mecanismos han evolucionado para regular la
actividad de las CRKs en tripanosomatidos (Hammarton, 2007).

En T. vaginalis fueron identificados tres proteinas CRKs (TvCRK1, TvCRK2,
TvCRKD5). El analisis aminoacidico de TvCRK1 y TVCRK2 y el alineamiento de
secuencias con CDKs de diversos organismos sugirid6 que parecen estar
estrechamente relacionadas con la subfamilia de CDK1 al igual que ocurre con
Cdc28 de S. cerevisiae, Cdc2 de S. pombe y CRK3 de T. brucei. Ademas, los
miembros de esta subfamilia tienen en su estructura un motivo caracteristico de
union a CKSs que esta presente igualmente en TVCRK1 y TVCRK2. Por otra
parte CRK5 comparte caracteristicas estructurales semejantes a la proteina
Pho85 de S. cerevisiae y CDK5 de H. sapiens considerandose un miembro
putativo de la subfamilia CDK5 (Amador, 2017). Los miembros de esta
subfamilia no tienen motivo de union a CKSs y el residuo activador fosforilable
de treonina no es requerido (Malumbres 2014). Desde el punto de vista
funcional en este estudio se demostro que la ciclina tipo B putativa de T.
vaginalis (TvCYC1) se une y activa la funcidon cinasa tanto de TvCRK1 y
TvCRKS5. Por otra parte, fue demostrado que ninguna de las tres TVCRKs
pueden complementar la ausencia de Cdc28 en S. cerevisiae. Esto se sugirid
gue puede ser debido a que las TvVCRKs no sean capaces de reconocer
sustratos de la Cdc28 de S. cerevisiae 0 que no pueden interactuar con las
proteinas reguladoras de levadura, por ejemplo: ciclinas, fosfatasas,

activadores e inhibidores de cinasa etc (Amador, 2017).
2.3.2. Ciclinas.

Las ciclinas son subunidades activadoras esenciales de las CDKs vy
comprenden una amplia familia de proteinas conservadas en funcion, desde
levaduras a humanos (Andrews & Measday, 1998).

Como indica el nombre, las ciclinas son proteinas cuya concentracion varia a
través del ciclo celular. Dado que la unién de las ciclinas es uno de los

principales estimulos activadores de las CDKs, la concentracion celular de la
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mayoria de las ciclinas en levaduras y mamiferos esta estrictamente controlada
no solo por la regulacién de la expresion de ciclina sino también por la abrupta
degradacion en ciertos puntos durante el ciclo celular (Van Hellemond and
Mottram, 2000).

Controlando los niveles de ciclina es posible regular a la CDK en actividad
enzimatica, en especificidad del sustrato, asi como en la localizacién subcelular
de las CDKs. Por otra parte, la ciclina juega un papel fundamental en mantener
el orden de los eventos del ciclo celular (Hochegger et al., 2008).

Las ciclinas estan estructuralmente definidas por la presencia de la llamada
caja de ciclina, un dominio de aproximadamente 100 residuos aminoacidicos
que forman un grupo de 5 a-hélices. Muchas ciclinas tienen dos cajas de
ciclina, una caja N-terminal para su interaccion con las CDKs y otra C-terminal
que se requiere para el plegamiento apropiado de la molécula de ciclina
(Malumbres, 2014). Las ciclinas mitéticas, contienen un motivo caracteristico
de 9 aminoacidos denominado caja de destruccion que dirige la ciclina para la
ubiquitinacion y posterior degradacion por el proteosoma al final de la mitosis
(Van Hellemond & Mottram, 2000).

Sustentando su funcién de conferir especificidad hacia determinadas dianas,
algunas ciclinas presentan una region en su superficie conocida como “region
hidrofébica” que se ha reportado que interactia con una secuencia llamada
motivo Cy o RXL en algunos sustratos e inhibidores de las CDKs (Figura 3)
(Loog & Morgan, 2005). En general, las ciclinas muestran menor similitud de
secuencia aminoacidica entre ellas que las CDKs (Malumbres, 2014).

En S. cerevisiae, nueve ciclinas forman complejos con Cdc28p: tres ciclinas G1
(Clnlp a CIn3p) y seis ciclinas de tipo B (Clblp a Clb6p). En la fase G1, CInl-
3p regulan eventos del ciclo celular como son el inicio "START" (equivalente al
punto de restriccion en células de mamiferos), la represion de la transcripcion
inducida por feromonas y la meiosis en células diploides (Mendenhall & Hodge,
1998). Las ciclinas de tipo B se expresan en tres picos sucesivos desde el
inicio hasta la mitosis y regulan la mayoria de los eventos durante el ciclo
celular. Las ciclinas Clb5p y Clb6p denominadas ciclinas de fase S, se
expresan en la fase tardia de G1 y son necesarias para el inicio oportuno de la
replicacion del ADN. Las ciclinas Clb3p y Clb4p se expresan durante la fase S

mientras que Clblp y Clb2p tienen un pico de concentracion en la fase G2.
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Debido a las diferencias en los controles transcripcionales, las ciclinas de tipo B
aparecen en momentos diferentes, pero sus patrones de expresion se
superponen. Por este motivo ha sido dificil asignar funciones especificas a las
ciclinas de tipo B de manera individual (Andrews & Measday, 1998).

En eucariontes mas complejos se han identificado mas de 11 ciclinas. Los
estudios sobre las cuatro clases principales de ciclinas de mamiferos, las
ciclinas de tipo A, B, D y E durante la mitosis, han establecido un modelo
clasico para la regulacion del ciclo celular que coloca cada complejo de ciclina-
CDK en una fase patrticular del ciclo mitotico (Figura 4). Las ciclinas tipo D se
unen a Cdk4 o Cdk6 y controlan la fase G1. Los complejos de ciclina D-CDK
fosforilan la proteina del retinoblastoma (pRb) que se encuentra unida al factor
de transcripcion E2F, lo que conduce a la liberacion de E2F que activa la
transcripcion de los genes necesarios para el paso a la fase S. Las ciclinas de
tipo E funcionan durante finales de G1 y en toda la fase S, principalmente en
complejos con Cdk2. La ciclina tipo A mitética, ciclina A2, se sintetiza al inicio
de la fase Sy, al igual que la ciclina E, se une y activa Cdk2, promoviendo asi
la progresion a través de la fase S a través de la fosforilacion de proteinas
implicadas en la replicacion del ADN. Posteriormente, las ciclinas de tipo B se
unen a Cdkl y conducen la entrada a la fase M, que culmina en la finalizacion

del ciclo celular (Wolgemuth, 2013).
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Ciclina D
Cdk4/a

Figura 4. Modelo clasico del ciclo celular en eucariontes superiores por las diferentes
ciclinas y cinasas (Modificado de Wolgemuth, 2013).

2.3.3 Las subunidades reguladoras de las cinasas dependientes de
ciclina: CKS.

Las subunidades reguladoras de las cinasas dependientes de ciclina (CKS) son
proteinas pequefias (9—-18 kDa) reguladoras del ciclo celular que comparten
una alta identidad de secuencia y son esenciales para la viabilidad celular
(Bourne et al., 2000).

2.3.3.1 Estructura de la CKS.

La estructura conservada dentro de la familia de CKSs de diferentes
organismos comprende una lamina B-antiparalela de cuatro cadenas y dos a-
hélices cortas (Bourne et al., 2000).

Alineamientos de secuencia en la familia de CKSs revelan regiones
conservadas que, a través de estudios de mutagénesis, modelaciones
estructurales y cristalografia se ha demostrado que son fundamentales para la
funcion de estas proteinas (Bourne et al., 1996, McGrath et al., 2013). A
continuacion, aparecen especificadas dichas regiones:

Bolsillo cationico: Cluster conservado de aminoacidos altamente positivos
gue forma un sitio de union al anion fosfato (Bourne et al., 1996). Estudios de
modelacién estructural han sugerido que este bolsillo catiénico es parte de una
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superficie continua que incluye el sitio activo de las CDKs y las ciclinas, por lo
gue se plantea que a través de esta regidon las CKSs intervienen en el
reconocimiento y unién a substratos fosforilados (Figura 3) (Arvai et al., 1995;
McGrath et al., 2013).

Cluster hidrofébico: Cluster conservado de residuos hidrofébicos que forman
la regidn de contacto entre las proteinas CKSs y las CDKs (Bourne et al., 1996;
McGrath et al., 2013).

Motivo bisagra [3: Motivo conservado que tiene la estructura HXPEPH (donde
X es cualquier residuo), es el punto de contacto para la formaciéon de las
estructuras de dimeros intercambiados caracteristicos de las CKSs. Tiene
relevancia también en la interaccidén de las proteinas CKS con la CDK (Bourne
et al., 1996; Rousseau et al., 1998).

Las proteinas CKSs de S. pombe y S. cerevisiae en particular tienen, ademas,
dos grandes inserciones de una larga a-hélice en el extremo N-terminal y un
gran bucle entre las otras dos a-hélices (Seeliger et al., 2002).

En diferentes miembros de la familia de las proteinas CKSs se ha observado,
ademas de la proteina monomérica, la formacién de dimeros y hexameros
(Seeliger et al., 2002). Las formas oligoméricas, resultan del intercambio de las
hebras B C-terminales, 4 de cada monémero de CKS para formar un dimero
(Figura 5) (Bourne et al.,, 1996, Seeliger et al., 2002). Las estructuras
monomericas y oligoméricas son superponibles con excepcion de un giro 3
entre la hebra B3 y la hebra 34 que actia como una bisagra molecular y se
abre en una conformacion extendida en el dimero (Seeliger et al., 2002).
Estudios de cristalografia en CKSs de diferentes organismos como: S. pombe
(Khazanovich et al.,, 1996); S. cerevisiae (Bourne et al., 2000; Balog et al.,
2011) y H. sapiens (Bourne et al., 1996) demuestran la flexibilidad de la region
de la bisagra B que tiene ademas una secuencia aminoacidica conservada en
todas las CKSs (HXPEPH). Se ha demostrado a través de experimentos de
mutagénesis que los dos residuos de prolina conservados en la bisagra 3 son
determinantes en el favorecimiento de la forma monomeérica o la forma dimérica
en la proteina: la mutacién de la primera o segunda prolina favorece de manera
estricta el mondmero o dimero, respectivamente, mientras que la mutacion de
cualquier otro residuo en el bucle de bisagra tiene poco efecto sobre el

equilibrio mondmero-dimero (Seeliger et al. ,2005; Balog et al., 2011)
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El equilibrio entre monomero y dimeros C-terminal intercambiados también se
ha observado en la RNAsa pancreatica bovina. En un estudio de esta proteina
se observo que la isomerizacién de las prolinas en conformacion cis o trans es
determinante en el cierre o extension del dominio que favorece esta estructura
(Miller et al., 2010). Por otra parte, se ha demostrado que la prolil isomerasa, la
cual pudiera jugar un papel alterando la conformacion de bisagra B, es esencial
para la salida de la mitosis en levaduras (Lu et al., 1996).

El motivo bisagra B en su conformacion cerrada produce una horquilla
intrasubunidad 3 y se pliega hacia el interior de la proteina dando lugar a la
forma monomérica como se observdé en la CKS de S. pombe, pl3sucl
(Endicott & Nurse, 1995) y en una de las CKSs de H. sapiens CksHs1 (Arvai et
al., 1995a). Estudios de cristalografia del complejo CKS-CDK en humano
revelaron que la CKS se une al I6bulo C-terminal de la CDK a través de la hoja
B4 de su estructura y que en esta unién intervienen directamente las cadenas
laterales del cluster hidrofobico conservado de la CKS mas dos residuos
conservados de histidina (H) y acido glutamico (E) situados en la bisagra [3.
Estos residuos importantes estan accesibles en la interfaz de unién con la
CDK, sélo cuando el motivo bisagra 3 se encuentra en su configuracion cerrada
y por tanto cuando la CKS se encuentra en forma monomérica (Endicott y
Nurse, 1995; Bourne et al.,, 1996). La apertura de la bisagra [ propicia la
formacion del dimero intercambiado entre dos proteinas CKSs y esto impide
estéricamente la union de la CDK. Ademas, en la conformacion abierta de la
bisagra (3 los residuos importantes para la interaccion con la CDK presentes en
la bisagra 3 estan comprometidos en la formacion del dimero. Igualmente, las
cadenas laterales del cluster hidrofébico conservado quedan secuestradas en
una cavidad de manera que no estan disponibles para la union con la CDK
(Bourne et al., 1996; Parge et al., 1993).

La naturaleza conservada de la formacion de dimeros en proteinas CKSs y el
hecho de que solo las CKSs monoméricas pueden unirse a CDK, sugieren que
el equilibrio monémero-dimero pudiera ser un mecanismo de regulacion de la
union de la CKS a las CDK in vivo (Balog et al., 2011).

27



Figura 5. Representacion esqueméatica de un mondémero (A) y un dimero de dominios
intercambiados (B) de pl3sucl. La hebra 3 C-terminal y el motivo de bisagra B estan
sefialados en rojo. En el monémero, la bisagra B esta en su conformacion cerrada con la
hebra B c-terminal hacia el interior de la estructura de la proteina (B) En el dimero, la bisagra
B esta en su conformacion extendida y la hebra B c-terminal (34) de un mondmero interactia
con la estructura del otro y viceversa (B.) (Tomado de Rousseau et al, 2002).

2.3.3.2. Funciones de las CKSs.

Las proteinas CKSs carecen de funcidn catalitica, pero se ha demostrado que
se unen a los complejos ciclina-CDK regulando su funcién y son un
componente esencial de la maquinaria del ciclo celular (Bourne et al., 2000). En
muchos estudios recientes se ha correlacionado la expresion desregulada de
las CKSs con la carcinogénesis y el mal pronéstico del cancer (Khattar &
Thottassery, 2013; Kattar et al., 2015; Xu et al., 2017).

Mientras que la unidad minima para la actividad cinasa de la CDK in vitro
parece ser el heterodimero CDK-ciclina, la actividad CDK in vivo es
dependiente también de las CKSs (Parge et al., 1993). Las CKSs se unen al
[6bulo C-terminal de la CDK, en una superficie opuesta al sitio de unién a
ciclina (Bourne et al., 1996; McGrath et al., 2013) (Figura 6).
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Figura 6. Modelo del complejo ternario CDK2-Ciclina A-CksHs1. CksHs1 ( ), ciclina A
(verde), CDK2: Lébulo N-terminal CDK2(rosa) y Lo6bulo C-terminal de CDK2 (azul). La
molécula de ATP se muestra en la interfaz de los dos lébulos de CDK2 (enlaces blancos con
esferas rojas representando los atomos de oxigeno). El bucle T (donde se encuentra el
residuo activador T-160) esta sefialado en blanco. Los enlaces de las cadenas laterales que
forman los sitios de fosforilacion inhibidora (T-14 y T-15) estan representados en . Los
residuos con carga positiva en el bolsillo cationico de CksHsl y en la ciclina A estan
representados con los enlaces en rosa y los atomos de nitrdgeno como esferas azules
(Modificado de Bourne et al., 1996).

El orden y sincronizacion de los eventos del ciclo celular esta controlado por la
especificidad de sustrato y diferentes umbrales de actividad de la CDK
(Kéivomagi et al, 2013). Se ha identificado a través de estudios proted6micos
gue, muchos sustratos de la CDK presentan un elevado niamero de sitios de
fosforilacion (Holt et al., 2009). Uno de los mecanismos por el que se regulan
los niveles de actividad de la CDK generandose direccionalidad y progresion a
través de las fases del ciclo celular es la capacidad de fosforilar varios sitios en
sus sustratos (fosforilaciéon multisitio) (Fisher, 2012). Este modo de regulacién
aumenta el nivel de procesamiento de la informacién en comparacién a las
modificaciones de un solo sitio, proporcionando un arreglo mas amplio de
objetivos corriente abajo y mayor capacidad para controlar la funcion del
sustrato (Suwanmajo & Krishnan, 2015). Se ha demostrado que la fosforilacién
multisitio de sustratos de la CDK es controlada por parametros fundamentales

como las distancias entre los sitios de fosforilacion, la distribucién de serinas y
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treoninas como fosfoaceptores y la posicion de los motivos de reconocimiento
de las ciclinas. Un componente mediador de este proceso es la proteina CKS
como miembro del complejo Ciclina-CDK-CKS (Kdivomagi et al, 2013).

Varios estudios han propuesto un modelo de mecanismo de accién para la
CKS en el que esta proteina actua como un factor de acoplamiento (docking)
uniéndose a traves de su secuencia de residuos basicos conservados (cationic
pocket) a sustratos de CDK que han sido previamente cebados (primed) por
fosforilacion. Esta unién confiere especificidad por los sustratos de la CDK,
aumenta la afinidad de la cinasa por estos y potencia la fosforilacién en otros
sitios (multisitio) (Krishnan, 2010; Kéivoméagi et al, 2013; McGrath et al., 2013)
(Figura 7a).

a Ciclina Ciclina Ciclina " Cicling
- 4o — COK| CDK q p CDK
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Figura 7. La proteina CKS funciona como un factor de especificidad que media en la
asociacion substrato CDK para distintas funciones (Tomado de McGrath et al., 2013) (A) La
CKS se une a substratos (amarillo) fosforilados en sitios consenso especificos [fosfato (P en
azul)], y el complejo CKS—CDK-sustrato estimula posteriormente la fosforilacion en multiples
sitios [fosfatos (P en blanco)]. (B) La CKS actia como un adaptador que dirige la CDK hacia
sus reguladores y promueve de esta manera modificaciones postraduccionales en la CDK que
regulan su funcion. [Fosfato (P en rojo)]. (Modificado de McGrath et al., 2013).

El grupo de McGrath y colaboradores (McGrath et al., 2013) caracterizé la
estructura por cristalografia de rayos X de la CKS unida a un fosfopéptido de
un sustrato de la CDK, identifico secuencias fosforiladas consenso de union de
la CKS y encontré que la hiperfosforilacion eficiente de sustratos depende del
reconocimiento de elementos de secuencia alrededor del fosfato.

El mismo estudio demostrd a través de varias evidencias otro papel de la CKS
como proteina accesoria que media la interaccion entre las CDK y sus
reguladores. De acuerdo con lo observado, se propuso un mecanismo en que

la CKS puede unirse a reguladores de la CDK previamente fosforilados
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facilitando la interaccidon de estos con la cinasa y promoviendo de esta manera
modificaciones postraduccionales en la misma que regulan su actividad (Figura
7b). Un ejemplo de este mecanismo es la asociacion de la CKS con un sitio
consenso fosforilado en la proteina cinasa que regula negativamente a la CDK,
Weel induciendo la fosforilaciéon inhibidora en la proteina CDK (McGrath et al.,
2013).

La funcion como proteina accesoria ha sido evidenciada igualmente en la
CKS1 humana la cual se ha demostrado que favorece la interaccion entre la
proteina SKP2 miembro del complejo ubiquitina ligasa SCF y el inhibidor de la
CDK, p27 fosforilado estimulando la ubiquitinacién y degradacion de este ultimo
por miembros del proteosoma (Ganoth et al, 2001).

2.3.3.2.1. CKS en la entrada a la fase S.

En varios estudios ha sido demostrado el papel regulador de una de las dos
CKSs paralogas de humanos, CksHs1, en la transicion a la fase S (Spruck et
al., 2001; Ganoth, 2001). La CksHs1 interactida con la proteina asociada a
cinasa de la fase S (Skp2) la cual es parte del complejo multiprotéico con
funcién ubiquitina ligasa, SCF (Skp1, Cullin, familia F-box). Skp2 y CksHs1 a su
vez se unen a p27, un regulador negativo de la transiciéon G1-S que actia como
inhibidor de los heterodimeros ciclina E-CDK2 y ciclina A-CDK2. Estas
interacciones propician la trasferencia eficiente de ubiquitina hacia p27 por el
complejo SCF y la posterior degradacion del inhibidor por el proteosoma
permitiendo que las CDKs activas conduzcan a la célula hacia la fase S
(Harper, 2001; Krishnan et al., 2010). De manera interesante, se observo
ademas que la otra proteina de humanos CksHs2 no se une a Skp2 y no
estimula la ubiquitinacion del inhibidor p27 (Spruck et al., 2001). La funcién
especifica de CksHs2 en la regulacion de otra etapa del ciclo celular aun no ha
sido identificada.

En S. cerevisiae la Cksl estimula la fosforilacion en mdaltiples sitios de Sicl, un
inhibidor del complejo Cdk1l-Clb5 que regula la transicion G1/S. Esta
fosforilacion la lleva a cabo Cdk1-CIn2 y la propia Cdk1-CIb5. Dicho proceso da
lugar a la degradacion del inhibidor Sicl mediada por la ubiquitina ligasa SCF y
el proteosoma. La liberacion de Cdk1-Clb5 promueve el inicio de la fase S
(Kéivomagi et al., 2011).

31



2.3.3.1.2. CKSs en la transicion de la fase G2/M.

La entrada a la mitosis en células eucariontes esta controlada por el
heterodimero Cdc2/ciclinaB, también conocido como factor promotor de la
maduracion (MPF) (Patra & Dunphy, 1998). Durante la interfase, Cdc2 se
mantiene inactiva debido a fosforilaciones inhibitorias en los residuos Y-15y T-
14. Estas modificaciones son catalizadas por las cinasas Weel y Mytl
respectivamente (Figura 8A). La fosfatasa de especificidad dual Cdc25
remueve ambos fosfatos inhibitorios cuando las condiciones son apropiadas
para la mitosis, activando de esta manera a Cdc2 (Figura 8B). En la mitosis,
Cdc25 se activa, asi como Mytl y Weel se inactivan a través de la fosforilacion
por multiples cinasas, incluida la propia Cdc2 (Patra & Dunphy, 1998; Krishnan
et al., 2010).

Existen hallazgos que sustentan el papel de la CKS en el mecanismo de
regulacion de la transicion G2/M antes descrito. En extractos de huevos de
Xenopus laevis, la pérdida de la CKS (denominada Xe-p9 en este organismo)
impide la entrada a la mitosis y se observé que mantienen la CDK1 fosforilada
en el residuo inhibidor de Tyr-15 (Patra et al., 1999).

También en X. laevis y S. cerevisiae se ha demostrado que la CKS promueve
la fosforilacion multisitio, dependiente de MPF, de los reguladores mitéticos
Cdc25, Weel y Mytl (Patra et al.,1999; McGrath et al., 2013).
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Figura 8. Papel de CKS en la activacion de Cdc2 (A) Cdc2 se mantiene inactiva durante la
interfase debido a las fosforilaciones inhibitorias en los residuos Y-15 y T-14 por las
cinasas Weel y Mytl. Cdc2 se activa por la desfosforilacién de estos residuos inhibitorios
por la fosfatasa Cdc25 la cual se mantiene inactiva durante la interfase. La activacion
completa de Cdc2 requiere también de la fosforilacién en el residuo T-161 de Cdc2. (B)
Cksl promueve la fosforilacion dependiente de MPF(Cdc2-ciclinaB) de Cdc25, y de
Weel/Mytl. Al ser fosforiladas, Cdc25 se activa mientras que Mytl/Weel se inactivan.
Esto conduce a la desfosforilacion de los residuos inhibitorios, la activacion del complejo
MPF y por tanto el desencadenamiento de las funciones de esta para promover la entrada
a la mitosis. Adicionalmente la activacion de la transcripcion de Cdc2 y ciclina B
dependiente de Cksl puede también contribuir a la entrada a la mitosis. Flechas rojas:
Fosforilacion; Flechas negras: Desfosforilacion; Letra P: Grupo Fosfato (Modificado de
Krishnan, 2010). Para aportar mas uniformidad, en la ilustracion de este articulo fueron
utilizados los nombres generales Cksl y Cdc?2 refiriéndose a los homoélogos de Cksl y
Cdc2 respectivamente en diferentes especies.

2.3.3.1.3. CKSs en la transicidn de metafase a anafase.

Una vez que las células entran en mitosis la progresion depende de la
activacion dependiente de MPF de la ubiquitina ligasa denominada complejo
promotor de la Anafase / Ciclosoma (APC/C). En patrticular, la salida de la
mitosis requiere la ubiquitinacion mediada por APC/C de la ciclina B y la
posterior degradacion por el proteosoma (Van Zon et al., 2010).

Se han sugerido diferentes mecanismos moleculares a través de los cuales las
proteinas CKSs llevan a cabo la degradacion de ciclina B. Un estudio con CKS
de X. laevis (Xep9) evidenciéo que esta proteina, a través de su funcion de
acoplamiento molecular promueve la fosforilaciéon in vitro dependiente de MPF
de dos subunidades (Cdc27 y BIME) del complejo APC/C (Patra & Dunphy,
1998). Igualmente fue comprobado que la CKS de la levadura S. pombe,
pl3Sucl, se asocia con APC/C fosforilada y activa (Sudakin et al., 1997).
Ademas, se demostré en humanos que la CKS facilita la union de la ciclina B al
APC/C fosforilado, haciéndola un mejor substrato para su ubiquitinacion (Van
Zon et al., 2010). Estos hallazgos apoyan la idea de que la CKS promueve la
degradacion de ciclina B y de esta manera el paso de metafase a anafase a
través de la activacion de la APC/C. Por tanto, un mecanismo propuesto es que
las CKSs estimulan la fosforilacién de la ubiquitina ligasa APC/C activandola.
Ademas, facilitan la interaccion ciclina B-APC/C activa para su ubiquitinacion y

posterior degradacion por el proteosoma (Figura 9B).
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Por otra parte, Kaiser et al. (1999) demostraron que la degradacion de la ciclina
B mediada por la CKS de S. cerevisiae (Cksl) se puede efectuar a través de su
interaccién directa con los componentes del proteosoma 19S (Rpn3, Rptl y
Rpt6) (Figura 9C). Igualmente, este estudio propone otra via por la que Cksl
regula la transicion de metafase-anafase. Fue comprobado que la Cksl media
la degradacion de Pdsl, un inhibidor de la Anafase en S. cerevisiae. El
mecanismo transcurre a través de la activacion de la APC/C y de la posterior
degradacion por el proteosoma 26S la cual es esencial para el inicio de la

separacion de cromatidas hermanas.
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Figura 9. Papel de la Cksl en la degradacion de la ciclina B y la transicién de metafase a
anafase. (A) Cksl promueve la transcripcion de Cdc20. Esta funcién de Cksl implica la
disociacion de Cdc2 y el reclutamiento de los componentes del proteosoma 19S y 20S (Rptl
y Prel, respectivamente) al promotor de Cdc20. Cdc20 a su vez activa APC/C para la
ubiquitinacion de ciclina B. (B) Cksl estimula la fosforilacion de los componentes de la
APC/C (Cdc27 y BIME) activandola para la ubiquitinacion de ciclina. (C) Cksl interactia
directamente con los componentes del proteosoma 19S (Rpn3, Rptl yRpt6) y ayuda a
presentar la ciclina B ubiquitinada al proteosoma (Modificado de Krishnan, 2010). Para
aportar mas uniformidad, en la ilustracion de este articulo fueron utilizados los nombres
generales Cksl y Cdc2 refiriéndose a los homdlogos de Cksl y Cdc2 respectivamente en
diferentes especies.

2.3.3.1.4. CKS como regulador de la transcripcion.

La CKS también ha sido implicada en la regulacion transcripcional. De hecho,
algunos de estos roles transcripcionales también indican otras formas en que la
CKS podria estar involucrada en la regulacién de las transiciones del ciclo
celular. Por ejemplo, se ha demostrado que Cksl de S. cerevisiae esta
involucrada en la transcripcion eficiente de Cdc20 (activador de APC/C). Esta
transcripcion especifica esta asociada con el reclutamiento de los componentes

del proteosoma (Rptl, Prel) a la region promotora de Cdc20. Ademas, Cksl se
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requiere para la disociacion periédica de Cdc2 de la region del promotor Cdc20
relacionada con la transcripcion de este gen (Morris et al., 2003). Por lo tanto,
es probable que, ademas de la degradacién de ciclina B, la transcripcién de
Cdc20 también esté implicada en los mecanismos basicos que subyacen a la
regulacion mitética dependiente de Cksl (Figura 9A) (Morris et al., 2003).
También se ha demostrado que Cks1 regula transcripcionalmente la expresion
de Cdc2, ciclina B y ciclina A en células de mamiferos (Westbrook et. al., 2007;
Martinsson-Ahlzen et al., 2008).

En S. cerevisiae se encontré6 que Cksl interactia directamente con Rtfl, un
componente del complejo Pafl (factor 1 asociado a ARN polimerasa Il) y que
esta interaccion es esencial para el reclutamiento eficiente de Cksl a la
cromatina para la induccion del gen GAL1. Ademas, se demostr6 que Cksl
sirve como un adaptador que permite a Rtfl reclutar particulas del proteosoma
19S que ha sido comprobado que son necesarias para la transcripcion de
algunos genes rapidamente inducibles como GALL. Algunos componentes del
proteosoma 19S involucrados poseen actividad ATPasa (Bedford et al., 2010) y
se sugirio que el complejo Rtf1-Cksl-proteosoma 19S actua particularmente
cuando la induccidon rapida de genes requiere energia para el desalojo de
nucleosomas (Figura 10) (Pan et al., 2013).

Figura 10. Modelo de transcripcion mediada por Cks1 (Tomado de Pan et al., 2013). Se
ha propuesto que Cksl funciona como un adaptador que interactia con Rtfl, una
proteina que forma parte del factor 1 asociado a ARN polimerasa Il (Pafl). Ademas,
Cksl se une a Rptl, un componente de la subunidad 19S del proteosoma. Estas
interacciones activan la transcripcion del gen GAL1 (Modificado de Pan et al., 2013).
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2.3.3.3 Papel de las CKSs en el ciclo celular de organismos modelos.

La mayoria de las investigaciones sobre la proteina CKS han sido llevadas a
cabo en levaduras y mamiferos. No obstante, existen estudios en los que han
sido utilizados otros sistemas como X. laevis (Patra & Dunphy, 1998; Patra et
al., 1999), C. elegans (Polinko & Strome, 2000), D. melanogaster (Swan et al.,
2005; Ghorbani et al., 2011), Arabidopsis thaliana (Boudolf et al., 2001) y
parasitos como: L. mexicana (Mottran & Gram, 1996) y T. cruzi (Mufioz et al.,
2006).

Segun las investigaciones en estos organismos, se ha determinado que los
eucariontes inferiores (levaduras y parasitos) y la planta Arabidopsis thaliana
tienen una sola proteina CKS. Los metazoarios como: H. sapiens, D.
melanogaster y Caernorhabitis elegans tienen dos genes que codifican para
dos proteinas con alta similitud.

La CKS se identifico inicialmente en 1986 en S. pombe por su capacidad para
rescatar mutantes de CDK de S. pombe (Cdc2) sensibles a temperatura
(Hayles et al., 1986a). Esta CKS fue denominada p13sucl, esta constituida 113
aminoacidos y tiene un peso molecular de 13 kDa (Hindley et al., 1987).
Posteriores estudios bioquimicos revelaron su papel esencial en la regulacion
del ciclo celular (Hayles et al; 1986b; Hindley et al., 1987). En S. pombe la
pérdida de funcidon de pl3sucl detiene la levadura en la mitosis mientras que
Su sobrexpresion la arresta en la fase G2 (Hayles et al., 1986b).

Igualmente, la CKS homodloga en S. cerevisiae, con un peso molecular de 18
kDa, fue identificada por su interaccion con la CDK de este organismo (Cdc28),
de ahi la designacion de Cksl (Cdc28 kinase subunit 1) (Hadwiger et al, 1989).
La sobreexpresion de Cksl lleva a un retraso en la fase G2, mientras que la
deficiencia de esta proteina mantiene a las células detenidas en G2 (a
diferencia de lo que sucede en pl13sucl) (Tang & Reed., 1993).

Tanto la pl3sucl como Cksl muestran una identidad de secuencia de
aminoacidos del 67%, siendo una diferencia la presencia de 16 codones de
glutamina consecutivos adicionales en el gen CKS1 de S. cerevisiae
(Hadwiger, 1989). Ambas CKSs se han observado en formas monoméricas y
formando dimeros de dominios intercambiados (Bourne et al, 2000). En el caso

de la Cksl, a diferencia de lo reportado para el resto de los miembros de la
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familia CKS, estos dimeros tienen disposicion antiparalela de las subunidades
monomeéricas. Ademas, se estabilizan por un puente disulfuro entre las dos
subunidades como resultado de la interaccidon entre el residuo de Cisteina (C)
90 situado anterior al motivo bisagra f de cada monomero (Bourne et al.,
2000).

A pesar de las diferencias se ha demostrado por complementacién que las dos
proteinas de levadura son homoélogos funcionales (Richardson et al., 1990).
Los ortélogos humanos, denominados CksHsl y CksHs2, son
considerablemente de menor tamafio que las CKSs de las levaduras,
conformados por 79 aminoacidos y con un peso molecular de 9 kDa. Son
proteinas altamente relacionadas con 81% de identidad. CksHs1 comparte un
53% de identidad con Cksl y p13Sucl mientras que CksHs2 comparte un 57%
de identidad con cada uno de los homologos de levadura (Richardson et al.,
1990).

Las principales diferencias en longitud entre las CKSs de levaduras y humanas
estan dadas por la existencia de dos extensiones en los extremos N y C-
terminales y una insercion de 9 aminoacidos en las primeras no encontradas en
las segundas (Bourne et al., 1996). Sin embargo, practicamente todos los
residuos responsables de interacciones estructurales criticas se conservan.
Fue demostrado que tanto CksHsl y CksHs2 fueron capaces de compensar
una mutacion nula del gen Cksl en S. cerevisiae (Richardson et al., 1990).

A pesar de su marcada identidad de secuencias CksHsl y CksHs2 tienen
diferencias a mas altos niveles de organizacién estructural. Aunque
tedricamente tanto CksHsl como CksHs2 pueden existir en formas
monomericas y diméricas in vitro, parece que CksHs1 es mas estable en forma
monomérica mientras que CksHs2 se observa en formas principalmente
diméricas e incluso hexaméricas (Arvai et al., 1995).

Igualmente, entre CksHsl1l y CksHs2 existen diferencias funcionales. Se ha
demostrado que CksHsl, a diferencia de CksHs2, puede estimular la
degradacion proteolitica del inhibidor de la CDK, p27(Kip) mediando en la union
de este con SKP2 (componente del complejo ubiquitina ligasa SCF) (Ganoth et
al., 2001). Por otra parte, mientras que la expresion de CksHs1 alcanza su
maximo en la fase S, la de CksHs2 alcanza su maximo en las fases G2/M.
(Richardson et al., 1990).
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D. melanogaster tiene dos genes homélogos de CKS, denominados cks30 y
Cks85A. Se ha demostrado que CKS85A, a diferencia de Cks30, es esencial
para la viabilidad de este organismo (Ghorbani et al., 2011). Entre sus
funciones, se ha comprobado que interviene en el crecimiento y en el
mantenimiento de la diploidia en células en mitosis (Ghorbani et al., 2011). Por
otra parte, CKS30 juega un papel en la meiosis y mitosis en estado embrionario
(Swan et al., 2005). Se ha demostrado que Cks30A no puede compensar
funcionalmente la pérdida de Cks85A (Ghorbani et al., 2011).

Polinko y Strome, (2000) identificaron en C. elegans dos homodlogos de CKS:
CKS-1 y CKS-2. Utilizando ARN de interferencia para investigar sus funciones
en el desarrollo, demostraron que mientras que el silenciamiento del gen cks-2
no muestra defectos aparentes, la interferencia del gen cks-1 afecta tanto la
meiosis como la mitosis.

En L. mexicana fue identificada una CKS de peso molecular de 12 kDa
denominada p12cksl. Esta CKS mostré un 70% de identidad con la CksHs1 de
humano y un 44% de identidad con p13sucl de S. pombe. En este estudio se
observé que pl2cksl puede interactuar con Cdc2 de S. pombe demostrando la
homologia funcional con p13sucl. Ademas, se encontré que existia interaccion
con CRK1 y SBCRK1 que son cinasas relacionadas con Cdc2 (CRKSs) propias
de estos parasitos (Mottram y Gram, 1996).

Por otra parte, Mufoz et al., (2006) identificaron la proteina Tcpl2CKS1, un
miembro de la familia CKS en T. cruzi. En este estudio se observo que Tcpl2
CKS1 interactia con dos CRKs de T. cruzi (TcCRK1 y TcCRK3) en la etapa de
epimastigote del parasito. Ademas, se demostré que Tcpl2CKS1 pudo rescatar

una mutante nula de p13SUC1 en S. pombe.

2.3.3.4. CKS en T. vaginalis.

En un trabajo previo de nuestro laboratorio fueron identificados dos genes que
estdn anotados en la base de datos del genoma de T. vaginalis
www.trichdb.org (nimeros de acceso TVAG_ 164620 y TVAG_142260) como
codificadores de CKSs putativas y fueron denominados Tvcksl y Tvcks2. Las

dos proteinas codificadas por estos genes se denominaron TvCKS1 y TvCKS2.
Cada una de las TVvCKSs estan compuestas por 82 aminoacidos, con un peso

molecular tedrico de 10 kDa. Estas proteinas tienen 94% de identidad y de 96%
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de similitud entre ellas, diferenciandose Unicamente en 5 aminoacidos. Entre
estas variaciones hay dos cambios de amino&cidos conservativos y tres no
conservativos. A pesar de ser una diferencia aparentemente minima, estos
aminoacidos estan ubicados en regiones importantes para la funcion de las
CKSs como: el cluaster hidrofébico y el motivo bisagra 3 (Figura 11) (Morales,
2015; Amador et al., 2017).

A través del método de doble hibrido se demostro, que dos CRKs de T.
vaginalis (TVCRK1 y TvCRK2) interactian con ambas TvCKSs sugiriendo el
posible papel de estas ultimas como reguladores del ciclo celular a través de la
interacciéon con las TVCRKs (Amador et al., 2017).

El método de doble hibrido no permitié evaluar la formacion de homodimeros y
heterodimeros de TvCKS1 y TvCKS2. Esto se debié a que los controles, que
eran cada una de estas proteinas unidas a un sitio de uniéon a DNA, podian
activar por si solos la transcripcion en levadura. Estos resultados preliminares
sugieren una posible funcion de las CKSs de T. vaginalis en la activacion de la
transcripcion (Morales, 2015).

Un analisis bioinformatico de la estructura de estas proteinas revelé que tanto
TvCKS1 como TvCKS2 tienen mayor identidad (>50 %) y similitud (70%) con
los ortélogos humanos CksHsl y CksHs2 en comparacién con otros
organismos. Sorprendentemente, la identidad y similitud con las CKSs de otros
protozoarios y de levaduras fue mucho menor (Tabla 1) (Morales, 2015). No
obstante, existe una alta conservacion de las regiones que se han descrito
como de mayor relevancia para la funcion de estas CKSs (Figura 11).

Las TvCKSs tienen el motivo HXPEPH que es caracteristico de las CKSs
descritas hasta el momento. En TVCKS1 este motivo se compone de: His-60,
Ala-61, Pro-62, Glu-63, Pro-64 y Asn-65. En TvCKS2 el motivo es el mismo
excepto por Asn-61. En las dos proteinas el ultimo aminoacido del motivo de
dimerizacion es una asparagina en lugar de una histidina. Se conservan
también los cinco aminoacidos involucrados en la union a fosfato: Lys-11, Arg-
20, Ser-51, Trp-54 y Arg-71, y la mayoria de los aminoacidos necesarios para

la interaccion con las CDKs (Morales, 2015).
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Tabla 1. Porcentajes de identidad y similitud de las TvCKSs con CKSs de otros
organismos (Modificado de Morales N., 2015).

Proteina Organismo | Proteina "Probabilidad Identidad Similitud
putativa de
T. vaginalis
CksHs1 H. sapiens TvCKS1 3.0e-22 56% 73%
TvCKS2 4.9e-22 55% 73%
CksHs2 H. sapiens TvCKS1 4.8e-24 57% 76%
TvCKS2 7.8e-24 56% 76%
LmmCKS1 L. mexicana TvCKS1 4.9e-22 39% 54%
TvCKS2 1.0e-21 37% 55%
Cksl S. TvCKS1 3.0e-21 28% 40%
pl13SUC1 S. pombe TvCKS1 3.7e-17 36% 55%
TvCKS2 1.6e-16 36% 52%
ThCKS1 T. brucei TvCKS1 3.8e-22 42% 44%
TvCKS2 4.4e-21 39% 54%
Tcpl2CKS1 T. cruzi TvCKS1 1.2e-20 38% 55%
TvCKS2 2.7e-21 39% 57%

Figura 11. Alineamientos de las CKSs de distintos organismos. Residuos necesarios para la
interaccién con las CDKs (Verde), Residuos involucrados en la uniéon a fosfato (Amarillo),
motivo bisagra B (HXPEPH) (Subrayado); aminoacidos que difieren entre TVCKS1 y TvCKS2
(Sefialados en rojo). Cambios conservativos de aminoacidos entre TvCKS1 y TvCKS2: El
aspartato (D) 5 y 10 en TvCKS1 cambian por glutamato (E) 5y 10 en TvCKS2. Cambios no
conservativos: La Arginina (R) 7, la Isoleucina(l)23 y Alanina(A) 61 en TvCKS1 cambian por
Isoleucina (1) 7, Treonina (T)23 y Asparagina (N)61 en TvCKS2 . Tv- T. vaginalis Th. T. brucei
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Tc. T. cruzi. Lmm. L. mexicana Hs- H. sapiens Sc- S. cerevisiae (Modificado de Morales N.,
2015).

Los estudios precedentes sobre las TvCKSs sugieren que pudieran ser
reguladores del ciclo celular en T. vaginalis. No obstante, la funcion de estas
proteinas no fue definida en investigaciones anteriores.

La complementacion funcional de mutaciones en levaduras por proteinas
heter6logas homadlogas es una practica estandar para el analisis funcional de
estas. Generalmente se emplea cuando la interrupcién/mutacion en estos
genes de levaduras proveen una diferencia fenotipica a nivel celular (Lavigne &
Volckaert, 2007).

2.4. Justificacion

Teniendo en cuenta los antecedentes mencionados y conociendo que S.
cerevisiae presenta un unico gen Cksl que es esencial para la viabilidad
celular, en este trabajo nos hemos propuesto evaluar las proteinas TVCKS1 y
TvCKS2 desde el punto de vista funcional a través del método de
complementacion en la levadura S. cerevisiae diploide mutante nula deficiente
en un alelo del gen CKS1. De esta manera y a través de la evaluacion de la
formacién de dimeros, profundizaremos en la caracterizacion de las TvCKSs,
posiblemente implicadas en la regulacion del ciclo celular de T. vaginalis, uno

de los temas de investigacion de nuestro laboratorio.

2.5. Hipoétesis:
Las proteinas TVCKS1 y TvCKS2 de T. vaginalis son homélogos funcionales de

la proteina Cksl de S. cerevisiae.
Para probar esta hipotesis se trazaron los siguientes objetivos:

2.6. Objetivo general:
Realizar la caracterizacion funcional de las proteinas TvCKS1y TvCKS2 de T.

vaginalis en S. cerevisiae.

2.6.1. Objetivos especificos:
1. Evaluar la funcionalidad de las proteinas TvCKS1 y TvCKS2 de T.
vaginalis mediante un ensayo de complementacién en una levadura diploide

mutante para uno de los alelos del gen CKSL1.
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1.1. Construir la levadura mutante diploide S. cerevisiae CKS1/ckslA:
KanMX.

1.2. Transformar la mutante de S. cerevisiae con los plasmidos pYES2-
Tvcksl, pYES2-Tvcks2, pYES2-CKS1 y pYES2. Seleccionar las células

transformantes URA+.

1.3. Andlisis de levaduras haploides para definir si existe complementacion,
mediante los métodos de:

1.3.1 Diseccion de tétradas
1.3.2 Esporas al azar.

2. Evaluar in vitro la formacion de homodimeros de TvCKS1 y TvCKS2.
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3. Metodologia.

Para probar la funcion de las proteinas TvCKS1 y TvCKS2 se siguid la
estrategia de complementar la funcion de Cksl en una levadura mutante. En
primer lugar,_se obtuvo una levadura (S. cerevisiae) diploide mutante la cepa
de S. cerevisiae con uno de los alelos del gen CKS1 reemplazado por el gen
KanMX de resistencia a Geneticina. Esta mutante se transformo
independientemente con los plasmidos que contienen los genes Tvcksl y
Tvcks2 (pYES2-Tvcksl y pYES2-Tvcks2). A continuacion, se indujo la
esporulacion de las transformantes obtenidas, cultivandolas en un medio pobre
en nutrientes. La identificaciébn genotipica de las colonias haploides obtenidas
se realiz6 por los métodos de diseccion de tétradas en el caso del control
positivo y debido a problemas técnicos se continué evaluando el resto de las
muestras por el método de esporas azar. Se corroboré este analisis por PCR
para confirmar el genotipo identificado a través de los métodos mencionados.
Se esperdé como resultado positivo de complementacion que las levaduras
haploides mutantes cksl1A::KanMX que contienen las construcciones con los
genes a evaluar (Tvcksl y Tvcks2) sean viables.

3.1. Generacién de la mutante S. cerevisiae CKS1/cks1A::KanMX.

3.1.1. PCR para la amplificacion del médulo KanMX con secuencias

flanqueantes al gen CKS1 de S. cerevisiae.

A partir del plasmido pFA6KANMX4 (Wach et al., 1994) se amplifico el médulo
KanMX unido a secuencias de 42 nucleotidos rio arriba y rio abajo que
corresponden a las regiones que flanquean el gen CKS1 de S. cerevisiae
empleando para ello los oligonucleétidos KanMX.CKS1-Fo y KanMX.CKS1-
Re (Anexo I). La amplificacion de este fragmento se llevd a cabo con el
propdsito de reemplazar un alelo del gen CKS1 por el modulo de resistencia a
Kanamicina KanMX a través de recombinacion homologa. El vector
pFA6KANMX4 fue disefiado para la inactivacion de genes de S. cerevisiae
mediante la transfeccion de levadura con productos de PCR (Wach et al.,
1994). El médulo KanMX contiene la secuencia codificadora para el marco de
lectura abierta que codifica para el gen que confiere resistencia a Kanamicima
presente en el transposon de E. coli Th903 fusionado a las secuencias de
control transcripcional y traduccional del gen TEF del hongo filamentoso
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Ashbya gossypii. Este modulo permite la seleccion eficiente de mutantes con

Geneticina (Wach et al.,, 1994). La reaccion de PCR se realizd en las

siguientes condiciones:

Tabla 2. - Mezcla para PCR de amplificacion del médulo KanMX con secuencias

flanqueantes al gen CKS1.

Soluciéon Muestra Control
Amortiguador para PCR 10X 1X* 1X*

MgSO, 50mM 1 mM* 1 mM*

dNTPs 10 mM 0.3 mM* 0.3 mM*

Oligo KanMX.CKS1-Fo 100 ng/uL 2 ng/pL* 2 ng/pL*

Oligo KanMX.CKS1-Re 100 ng/uL 2 ng/pL* 2 ng/pL*

Plasmido pFAG6KANMX4 100 ng/ pL 2 ng/pL* -

Pfx DNA pol (2.5 U/uL) 1U* 1U*

(* concentracion final en la mezcla de reaccion)

Tabla 3. Programa utilizado para el PCR de amplificacion del médulo KanMX con

secuencias flanqueantes al gen CKS1.

Paso Tiempo Temperatura
1 5 94 °C
2 307 94°C
3 157 60°C
4 2 68°C
5 6 ciclos (2-4)
6 157 94°C
7 157 62 °C
8 2 68 °C
9 30 ciclos (6-8)
10 5 68 °C
11 12°C 1h

Total 200 L 25 L

El producto de PCR fue purificado mediante el kit Wizard® SV Gel and PCR

Clean-Up System (Promega) siguiendo las instrucciones recomendadas por el

proveedor. Dos eluciones fueron analizadas por electroforesis en un gel de

agarosa 1%. Cada elucion fue cuantificada por espectrofotometria UV a 260

nm.
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3.1.2. Transformacion de la levadura diploide S. cerevisiae con el modulo

KanMX unido a secuencias flanqueantes al gen CKS1.

Se hizo un cultivo de S. cerevisiae BY4743 (MATa/a his3A1/his3A1
leu2A0/leu2A0 LYS2/lys2A0 metl5A0/MET15 ura3A0/ura3A0) en 10 mL de
YPD (Anexo Il) y se incubo 12 horas a 30°C. Posteriormente se centrifugoé el
cultivo a 1,157 g por 5 minutos, se deseché el sobrenadante y el precipitado
fue resuspendido en 10 mL de agua bidestilada estéril. Se inoculé 2.5 mL de
esta suspension en 50 mL de YPD y fue incubado a 30°C en agitacion hasta
alcanzar una D.O. de 0.3. A continuacion, se centrifugé a 1,157 g por 5
minutos y se desechd el sobrenadante. Se lavo el precipitado con 1mL de
agua bidestilada estéril y se repiti6 esta operacién con 800 puL de solucién
TEL (Anexo lll). El precipitado se resuspendioé en 200 pL de solucién TEL y se
emplearon 50uL de células por cada transformacion a los que se adiciono 50
ng del producto de PCR obtenido como se describe en la seccién 3.1.1., 10
uUL de DNA de esperma de salmon (Anexo 1ll) y 300 pL de TELP (Anexo III).
Se mezclo en vortex y se incubd a 30°C en agitacion por 30 minutos. Se
afiadieron 40 pL de DMSO, se agitoé con vortex y se incubo6 a 42°C durante 15
minutos. Se centrifugd a 18,407 g por 10 segundos, se resuspendi6 el
precipitado en 4 mL de YPD y se incub6 en agitaciéon a 30°C por 3 horas.
Nuevamente se centrifugd a 25,200 g por 10 segundos, el precipitado se
resuspendido en 100 puL de YPD y se platedé en cajas de YPD sdlido con
Geneticina (200 pg/mL). Las cajas fueron incubadas por 2 o 3 dias a 30°C.
Cada colonia transformante obtenida fue purificada estriando por agotamiento

en YPD solido con Geneticina.

3.2. Caracterizacion de la mutante S. cerevisiae CKS1/cks1A::KanMX.

3.2.1 Extraccion de DNA gendmico de levadura.

Para comprobar la obtencion de la mutante se realizo la extraccion de DNA
gendmico de la colonia transformante obtenida. Para ello, se inoculé una
colonia aislada en 4 mL de YPD (Anexo Il) y se incubé a 30°C en agitacion toda
la noche. Posteriormente, se coloco 1.5 mL del cultivo en un microtubo tipo
Eppendorf, se centrifugd por 10 segundos a 18,407 g y se desecho el
sobrenadante. Se afiadié otro volumen de 1.5 mL de cultivo y se repitid la
operacion anterior. Se lavo dos veces el precipitado con 1 mL de agua estéril y
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se adicionaron 200 pL de solucion A (Anexo lil), 200 uL de solucion B y 300 uL
de perlas de vidrio (diametro: 425 um-600 um, Sigma) a cada tubo. La mezcla
fue homogenizada en vortex a velocidad maxima durante 4 minutos. Pasado
este tiempo se adicionaron 200 puL de amortiguador TE (Anexo lll), se agitdé en
vortex a velocidad maxima por 1 minuto y se centrifugd a 18,407 g por 15
minutos. La fase acuosa se transfirid a un tubo con la adicién de 1 mL de etanol
absoluto y 10 pL de acetato de amonio 4M. Se mezcld por inversion e incubd
por 20 minutos a -20°C. Posteriormente se centrifugd a 18,407 g por 15
minutos. El precipitado se lavo con etanol al 70% y se dejo secar por 5 minutos
a TA. El precipitado seco se resuspendié en 30 uL de amortiguador TE (Anexo
1), se adicion6 RNAsa A (10 mg/mL) y se incubd 30 minutos a 37°C. EI DNA

se conservo a -20°C.

3.2.2 Primer PCR para la confirmacion de la mutante S. cerevisiae
CKS1/cks1A::KanMX.

Para comprobar la obtencion de la levadura mutante S. cerevisiae
CKS1/cksl1lA::KanMX se realizé un PCR en el cual se utiliz6 como templado el
DNA gendmico extraido de la posible mutante CKS1/cks1A::KanMX (seccion
3.2.1) y los oligonucledtidos CKS1A.conf-Fo y CKS1D.conf-Re. La reaccion de
PCR se realiz6 en las siguientes condiciones:

Tabla 4. - Mezcla para el primer PCR de confirmacion de la mutante

Solucidn Muestra Control
Amortiguador para PCR 10X 1X* 1X*
MgClI2 50mM 2 mM* 2mM*
dNTPs (10mM) 0.3 uMm* 0.3 uMm*
Oligo CKS1A.conf-Fo 100 ng/uL 2 ng/uL* 2 ng/uL*
Oligo CKS1D.conf-Fo 100 ng/pL 2 ng/uL* 2 ng/uL*
DNA gendmico de S. cerevisiae 1 ng/uL* i
CKS1/cks1A::KanMX 100 ng/uL

Taqg DNA polimerasa recombinante 5 U/uL 1U* 1U*

(* concentracion final en la mezcla de reaccion)
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Tabla 5. Programa utilizado para el primer PCR de confirmacion de la mutante.

Paso Tiempo Temperatura
1 10 94°C
2 5 94°C
3 30" 58°C
4 3 72°C
5 |30 ciclos (2-4) -
6 10 72°C
7 1h 8°C
8 End

Como confirmacién de obtencién de la levadura mutante se deberia obtener en
este PCR dos productos: uno de 2067 pb correspondiente a KanMX con
secuencias flanqueantes al gen CKS1 y otro de 977 pb correspondiente al alelo
CKS1 silvestre con las mismas secuencias flanqueantes al locus donde este se

ubica.

3.2.3. Segundo PCR para la confirmacion de la mutante S. cerevisiae
CKS1/cks1A::KanMX.

Como otra forma de comprobacién de la obtencién de la levadura mutante y de
la ubicacion correcta del modulo KanMX en el locus del gen CKS1 de S.
cerevisiae se realizd otro PCR. Para este se utilizO como templado el DNA
gendmico extraido de la posible mutante CKS1/cks1A::KanMX (seccién 3.2.1) y
los oligonucleétidos CKS1A.conf-Fo y Conf.pF6a-Re (Anexo |). La reaccion de
PCR se realiz6 en las siguientes condiciones:

Tabla 6. Mezcla para el segundo PCR de confirmacion de la mutante.

Solucion Muestra| Control
Amortiguador para PCR 10X 1X* 1X
MgCI2 50 mM 2 mM* 2 mM*
dNTPs 10mM 0.3 mM*| 0.3 mM*
Oligo CKS1A.conf-Fo 100 ng/uL 2ng/uL | 2 ng/pL
Oligo Conf.pF6a-Re 100 ng/pL 2ng/uL | 2 ng/uL
DNA gendmico de la mutante CKS1/cks1A::KanMX 100 ng/ pL | 1 ng/pL* -
Taq DNA polimerasa recombinante 5 U/uL 1U* 1U*
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(* concentracion final en la mezcla de reaccion)

Tabla 7. Programa utilizado para el PCR de confirmacién de la mutante.

Paso Tiempo Temperatura
1 10 94°C
2 10 94°C
3 30” 58°C
4 2 72°C
5 30 ciclos (2-4) -
6 10’ 72°C
7 1h 8°C
8 End

Como confirmacion de obtencion de la levadura mutante y de insercion del
modulo KanMX en el locus del gen CKS1 se esperaria en este PCR
amplificacion del fragmento de 801pb correspondiente a una parte de la

secuencia flanqueante del gen CKS1 y un segmento del gen KanMX.

3.2.4 Mapeo de sitios de restriccion para comprobacion de la mutante
CKS1/cks1A::KanMX.

Como otro método de confirmacion de la obtencion de la mutante S. cerevisiae
CKS1/cksl1lA::KanMX se realiz6 un mapeo de sitios de restriccion del producto
del PCR descrito en la seccion 3.2.2. Fueron seleccionadas las enzimas Hindlll
y Ncol (Anexo 1V) que digieren sitios esperados en este fragmento. Las
mezclas de reaccion de digestion aparecen en la tabla 8.

Tabla 8. Mezcla de reaccién para realizar un mapa de restriccion del PCR de

confirmacion de la mutante.

Mezcla de reaccion para digestion Hind Il (7.5 U/ L)

Invitrogen

Ncol (5 U/ pL)
Invitrogen

Producto de PCR (Secci6n 3.1.3) 2 ng/uL 2 ng/uL

Amortiguador 10X (Invitrogen) Amortiguador M 1X Amortiguador K 1X

Enzima 75U 5U

Las reacciones de digestidén se incubaron toda la noche a 37°C.

Se esperaria como producto de la reaccién de digestiébn con la enzima Ncol
tres fragmentos: Dos de ellos de 714 y 1353 pb resultantes de la digestion del

producto de PCR que contiene el médulo KanMX y el tecer fragmento de 977pb
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correspondiente al producto de PCR que contiene el gen CKS1 que no tiene

sitio de reconocimiento para Ncol.

Por otro lado, se esperarian como productos de la reaccion de digestion con la
enzima Hindlll cinco fragmentos: Tres de ellos de 276, 808 y 983 pb resultantes
de la digestién del fragmento que contiene el moédulo KanMX y los otros dos de
302 y 675 pb resultantes de la digestion del producto de PCR que contiene el
gen CKS1.

3.3. Evaluacion de complementacion de la mutante diploide S. cerevisiae
CKS1/ckslA::KanMX con las CKs de T. vaginalis.

3.3.1 Transformacion de la cepa mutante diploide S. cerevisiae BY4743
CKS1/cksl.

Para llevar a cabo el experimento de complementacion primeramente fueron
realizadas cuatro transformaciones de la cepa mutante diploide S. cerevisiae
BY4743 CKS1/cks1lA::KanMX con las construcciones que aparecen en la tabla

9, obtenidas por la M. en C. Nataly Morales (Morales, 2015).

Tabla 9. Plasmidos utilizados para la complementacion de la mutante.

Plasmidos Descripcion

pYES2-Tvcksl Plasmido pYES2 contiene el gen Tvcksl de T. vaginalis

pYES2-Tvcks2 Plasmido pYES2 que contiene el gen Tvcks2 de T. vaginalis

PYES2-CKS1 Plasmido pYES2 que contiene el gen CKS1 de S. cerevisiag
(control positivo)

pPYES2 Plasmido portador de: promotor del gen Gall de levadura
inducible por galactosa, gen URA3 de prototrofia para uracilo
(control negativo)

El plasmido pYES2 del cual se parti6 para obtener las construcciones
empleadas en este trabajo, tiene un peso molecular de 5.9 kb y fue disefiado
para la expresion inducible de proteinas recombinantes en S. cerevisiae. Este
vector presenta: el promotor del gen GAL1 de levadura para un alto nivel de
expresion inducible de proteinas por galactosa y represion por glucosa; un sitio
multiple de clonacién versétil, un terminador transcripcional CYC1 para la
eficiente terminacion del ARN mensajero y el gen URA3 de prototrofia para
uracilo para la seleccién de transformantes de las cepas huésped de levaduras
con genotipo ura3 (Figura 12) (Invitrogen, 2008).
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Figura 12. Esquema del vector pYES2 con sus componentes principales.

Para realizar la transformacion de cada una de estas construcciones,
primeramente se inocul6 en 10 ml de YPD la cepa mutante S. cerevisiae
BY4743 CKS1/ckslA::KanMX y se incubd incubado este cultivo toda la noche.
Posteriormente se centrifugd a 1,157 g por 5 minutos, se desechd el
sobrenadante y se lave 2 veces. El precipitado fue resuspendido en agua
bidestilada estéril, se midi6 la D.O. a 600 nm y se inoculé a una D.O. final de
0.05 en 50 mL de YPD incubandose a 30'C en agitacién hasta alcanzar una
D.O. de 0.3. Se centrifugé a 1,157 g por 5 minutos, se lavo el precipitado 2
veces con agua estéril y posteriormente se centrifugd a 25,200 g por 10
segundos desechando el sobrenadante. Se afadié al precipitado 400 pyL de
agua, 50 pL de acetato de Litio y 50 pL de TE resuspendiendo suavemente. Se
emplearon 50 uL de células por cada transformacién. Se agreg6 10 uL de DNA
de esperma de salmon por cada transformacion, se afiadio 200 ng de cada una
de las cuatro construcciones (pYES2-Tvcksl, pYES2-Tvcks2, pYES2-CKS1 y
pYES2)y 300 pL de PEG 40%. Mezclar ligeramente en vortex.

De cada transformacién con las construcciones pYES2-Tvcks1, pYES2-Tvcks2,
PYES2-CKS1 y pYES2 se seleccionaron cuatro colonias transformantes. La
seleccion fue realizada en el medio minimo MM1/Dextrosa suplementado con
los aminoacidos Histidina y Leucina (Anexo Il). La mutante es auxoétrofa para
Uracilo y solamente las colonias que incorporaran el plasmido pYES2 que tiene
el gen que confiere prototrofia para Uracilo podrian crecer en este medio. Este

fue el criterio de selecciéon de transformantes utilizado.
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3.3.2. Induccion de la esporulacion de los transformantes URA+.

A partir de las clonas transformantes obtenidas en la seccion anterior
portadoras de las construcciones pYES2-Tvcksl, pYES2-Tvcks2, pYES2-
CKS1 y pYES2 se indujo la esporulacion. Para ello, fueron cultivadas en
medio de pre-esporulacién (Anexo Il) y las cajas se incubaron a 30°C por 5
dias. Pasado este tiempo, las colonias fueron cultivadas en medio de
esporulacién (Anexo I1) y se incubaron por una semana a 30 C. En este punto,
las células se analizaron al microscopio para observar el nivel de

esporulacion.

3.3.3. Ensayo de diseccion de tétradas.

Dos fracciones de gel de agarosa fueron cortadas de forma rectangular y
depositados en cajas con medio YPGal/Raf (Anexo Il). Se tomaron muestras
con el asa de la colonia mas esporulada de S. cerevisiae CKS1/cks1A::KanMX
transformada con pYES2-CKS1, se resuspendieron en 10 pL de agua
bidestilada estéril y fueron afiadidos 20 L de liticasa (Anexo V). Se comprobo
por microscopia la digestion de las ascas de las mutantes esporuladas. Se
estrié6 una muestra del cultivo digerido en la parte superior del gel de agarosa y
se separaron las esporas depositandolas de forma vertical empleando un
micromanipulador Leitz-Wetzlar.

La Rafinosa (Raf) no reprime ni induce la transcripcién del promotor GAL1 del
plasmido pYES2 y las construcciones derivadas de este, es adicionada en este
caso al medio YPGal ya que se ha demostrado experimentalmente que la
induccion del promotor GAL1 por Galactosa es mas rapida en células
mantenidas en fuentes pobres de carbono como la Rafinosa o el Glicerol
(Stockwell et al., 2015).

3.3.4. Ensayo de esporas al azar.

Se tomO una muestra de la colonia transformante mas esporulada, se
resuspendio en 20 puL de agua bidestilada estéril y se le afiadié 30 uL de la
enzima liticasa (Anexo 1V). Se incubé 15 minutos a 30 C y posteriormente se
observé al microscopio para confirmar la digestion de las ascas. Se afiadié un
volumen de agua bidestilada estéril en dependencia de la concentracién de

células, se plate6 100 puL en YPGal/Raf (Anexo IlI) y se incub6o a 30°C.
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Pasadas 24h se observaron colonias aisladas y se tomaron 100 colonias que

fueron replicadas en YPGal/Raf con y sin Geneticina (200 pug/mL).

3.3.4.1 Seleccidn por auxotrofias.

Las 100 colonias crecidas en YPGal/Raf (Anexo Il) como se indica en la
seccion 3.3.4 se replicaron en cuatro cajas con el medio MM2/Gal/Raf (Anexo
) con Geneticina (200 pg/mL) y con diferentes combinaciones de
aminoacidos (Histidina-Leucina, Histidina-Leucina-Lisina, Histidina-Leucina-
Metionina, Histidina-Leucina-Lisina-Metionina) (ver concentraciones de

aminoacidos en Anexo Il). Las cajas se incubaron a 30°C por 3 dias.

3.3.5 PCR de comprobacion de los genotipos identificados a través de la

seleccidn por auxotrofias.

Para comprobar los genotipos deducidos por el método de seleccion por
auxotrofias, se realiz6 la reaccion de PCR descrita en la seccion 3.2.2
empleando como templado el DNA gendmico de las colonias seleccionadas

en la seccion 3.34.1.

3.3.6 Curva de crecimiento de clonas haploides mutantes CKS1™ de S.
cerevisiae con las construcciones pYES2-CKS1, pYES2-Tvcksl y pYES2-
Tvcks2.

Para evaluar la capacidad de complementacion de las CKSs de T. vaginalis
comparadas con la CKS de S. cerevisiae se realizé una curva de crecimiento.
Para ello, se inocularon colonias haploides mutantes con las construcciones
pPYES2-CKS1, pYES2-Tvcksl y pYES2-Tvcks2 por separado en 5 mL de
medio minimo MM1/Gal/Raf con Histidina, Leucina y Lisina (Anexo Il). Se
incubaron a 30°C en agitacion por tres dias y pasado ese tiempo se
centrifugaron a 2,057 g por 10 minutos a TA. Se lavo el precipitado con 5 mL
de agua bidestilada estéril y se repiti6 la centrifugacion anterior. Se
resuspendio el precipitado en 2 mL de agua bidestilada estéril y se inicié un
cultivo a una DOgpo de 0.03 en 50 mL de MM1/Gal/Raf con Histidina, Leucina
y Lisina. Transcurridas 8 h, se tomaron muestras de 1 mL para medir la DOgg
por espectrofotometria en intervalos de 1 hora. Se realizaron 13 mediciones
hasta que los cultivos alcanzaron aproximadamente una DOggo de 2. El tiempo
de duplicacién (Td) se calcul6 con la férmula:
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Donde m se refiere a la pendiente del grafico de Log D.O. vs t, ajustada por

minimos cuadrados.

Para la velocidad especifica de crecimiento (W) se utilizé la formula:

H= T

Los parametros totales de crecimiento se calcularon hallando el promedio de
estos entre las tres réplicas bioldgicas de la mutante CKS1/cksl1A::KanMX con
pPpYES2-Tvcksl, CKS1/cks1lA::KanMX con pYES2-Tvcks2 y el control positivo
CKS1/cksl1lA:: KanMX con pYES2-CKS1.

3.4. Evaluacion de la formacion de homodimeros de TVCKS1 y TvCKS2

3.4.1 Transformacion de Escherichia coli M15 con las construcciones
pPQE30- Tvcksl y pQE30-Tvcks2.

Para expresar las proteinas TvCKS1 y TvCKS2 fusionadas a una etiqueta de 6
Histidinas en el extremo N-terminal, se emplearon los plasmidos pQE30-Tvcksl
y pQE30-Tvcks2 respectivamente (Morales, 2015). El plasmido pQE30 del cual
se derivan estas construcciones contiene un gen de resistencia a ampicilina.
Como cepa de expresion se utilizé E. coli M15 que porta el plasmido pREP4 el
cual contiene un gen de resistencia a kanamicina. Por esta razon los
transformantes fueron seleccionados al final en presencia de kanamicina y
ampicilina.

Para obtener células competentes, 4 mL de LB (Anexo IlI) con kanamicina (50
png/mL) fueron inoculados con E. coli M15 e incubados a 37°C por toda la
noche con agitacion. Posteriormente se inoculdé un volumen 1/100 de este
cultivo en 30 mL de LB con kanamicina y se incubé a 37°C en agitacién hasta
que alcanzara una DOsso de 0.5. A continuacién, se llevo a cabo el protocolo
modificado de Russell y Sambrook, 2001 de preparacion y transformacion de

células competentes de E. coli usando cloruro de calcio.
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3.4.2. Expresion y purificacion de las proteinas recombinantes TVCKS1 y

TvCKS2 fusionadas a la etiqueta de Histidina.

Con el proposito de expresar y purificar las proteinas recombinantes His-
TvCKS1 y His-TvCKS2, dos colonias transformantes: una de E. coli M15
pQE30-Tvcksl y otra de E. coli M15 pQE30-Tvcks2 fueron inoculadas
individualmente en 5 mL de LB con ampicilina (100 pug/mL) y kanamicina (50
pug/mL) por 16 horas a 37°C. Posteriormente, se inocul6é con estos cultivos por
separado 50 mL de LB con ampicilina y kanamicina incubandose en agitacion a
37°C hasta que alcanzaron una DOgy de 0.6. En este punto, se indujo la
expresion de proteinas con IPTG a una concentracion final de 1mM, por cuatro
horas. Se tomaron muestras del cultivo antes y después de la induccion y se
analizaron en un gel de acrilamida al 15 % en condiciones desnaturalizantes.
Para la purificacion de las proteinas recombinantes His-TvCKS1 y His-TvCKS2,
5 mL de LB con ampicilina y kanamicina se inocularon con E. coli M15 pQE30-
Tvcksl y de E. coli M15 pQE30-Tvcks2 y se incubaron a 37°C toda la noche.
Posteriormente, se inocularon individualmente estos cultivos en 95 mL de LB
con ampicilina y kanamicina incubandose en agitacion a 37°C hasta que
alcanzara una DOgg de 0.6. Se tomd una muestra y al resto se le afiadio el
IPTG incubandose en agitacion a 37°C por 4h. A continuacion, se centrifugé a
4000 g por 20 minutos a 4°C y se almaceno el precipitado a -20°C.

En el momento de la purificacion, los precipitados de células se descongelaron
durante 15 minutos en hielo y se resuspendieron en 4 mL de amortiguador de
lisis (ver Anexo Ill). Se adicionaron 40 pL de lisozima (Anexo 1V) y 0.4 uL de
Nucleasa Benzonasa (Anexo 1V) y se incubd en hielo por 30 minutos,
mezclando suavemente la suspension celular. Pasado este tiempo, se
centrifugé a 25,200 g durante 30 minutos a 4°C. Se tomo una alicuota del
sobrenadante para analizar por SDS-PAGE. Posteriormente, se afiadié 400 L
de la resina de Agarosa acoplada a Niquel (Ni-NTA Agarose, Qiagen) a dos
tubos de 1.5 mL para cada purificacion y se centrifugd a 5000 g durante 2
minutos. Se lavo la resina con 400 uL de amortiguador de lisis. Se repitio la
operacion de centrifugacion y se afiadié nuevamente 400 uL de amortiguador
de lisis a la resina concentrada. La resina resuspendida se mezclé con la

fraccion soluble del lisado incubandose 30 minutos a TA en agitacion lenta.
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Transcurrido este tiempo, la mezcla se transfirié a una columna y se dejo fluir.
Se lavo tres veces con amortiguador de lavado (Anexo Ill) y se eluyé con tres
alicuotas de 400 pL de amortiguador de elucion (Anexo lll). Las fracciones
correspondientes a la proteina no unida, a los lavados y las eluciones fueron
recuperadas para ser analizada por SDS-PAGE y Western-blot. Las eluciones

se dividieron en alicuotas de 100 pL y fueron almacenadas a -20°C.

3.4.3. SDS-PAGE y Western blot para reconocer etiquetas de histidinas.

Las fracciones de cada paso de purificacion de las proteinas recombinantes
fueron analizadas en un gel de poliacrilamida al 15% (Anexo Ill) y se empled un
amortiguador de corrida con 0.05 % de SDS (Anexo Ill). Se afadié a las
muestras el amortiguador de muestra 5X (Anexo lll), se calentaron a 90°C por
5 minutos y se aplicaron en los pozos del gel. Para evaluar la formacién de
dimeros se empleé un amortiguador de muestra sin [3-mercaptoetanol (Anexo
[1). La electroforesis se realizé a 20 mA por gel durante 1h.

Las proteinas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa durante 1 hora con
15 minutos a 350 mA, utilizando el amortiguador de transferencia (Anexo IlI).
Las membranas se bloquearon durante 1h con leche descremada al 5% diluida
en TTBS (Anexo lll). Posteriormente, se realizaron 3 lavados de 10 minutos
cada uno con TTBS. Las membranas se incubaron con la sonda HisProbe-HRP
(Thermo Scientific) durante una hora y nuevamente se realizaron 3 lavados de
10 minutos. Finalmente se reveld6 por quimioluminiscencia con el kit
SuperSignalWest Pico (Bio-Rad) y se expusieron las membranas en placas
fotogréficas por distintos tiempos.
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4. Resultados.

4.1. Construccion de la mutante S. cerevisiae CKS1/cks1A::KanMX.
4.1.1. Amplificacion por PCR del médulo KanMX.

Con el objetivo de generar la mutante S. cerevisiae CKS1/ckslA::KanMX, se
amplifico por PCR el modulo KanMX fusionado a secuencias de 42
nucleotidos rio arriba y rio abajo que corresponden a las regiones que
flanquean al gen CKS1, usando como templado el plasmido pFA6KANMX4
(Wach et al., 1994) (seccion 3.1.1). Como resultado de este PCR, se obtuvo
un producto de un tamafio aproximado al esperado de 1627 pb (Figura 13,

carril 2).

Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa al 1% del producto de PCR del
modulo KanMX + RFC. Carril 1: marcador de peso molecular, A/Hindlll. Carril
2: producto de PCR del mddulo KanMX purificado+RFC (elucién 1). Carril 3:
producto de PCR del médulo KanMX+RFC purificado (elucién 2). Carril 4:

control negativo. RFC: Regiones flanqueantes al gen CKS1 de S.
cerevisiae .

4.1.2. Reemplazo de uno de los dos alelos de CKS1 de S. cerevisiae
BY4743.

Para generar la mutante diploide CKS1l/ckslA::KanMX se reemplazo por
recombinaciéon homéloga uno de los alelos del gen CKS1 por el médulo de
resistencia a Geneticina KanMX. Con este propadsito se transformo la levadura

silvestre S. cerevisiae BY4743 (diploide) con el fragmento compuesto por el
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modulo KanMX unido a las regiones flanqueantes al gen CKS1 generado

anteriormente (seccion 3.1.2) (Figura 14).

Figura 14. Estrategia general para obtencién de la mutante de la levadura S. cerevisiae
BY4743.

Dado que el gen CKS1 es esencial para la levadura y el médulo KanMX
confiere resistencia a Geneticina, en el medio de seleccion Unicamente
sobrevivirdn aquellas células con uno solo de los dos alelos CKS1
reemplazado por KanMX. Como resultado de esta metodologia, se obtuvo
una sola colonia transformante que se sometié a un pase de purificacion, del
gue se seleccionaron 2 colonias aisladas. A estas dos colonias se les
realizaron dos pruebas de confirmacion para verificar que contuvieran la

mutacion deseada.
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4.2. Confirmacion de la mutante S. cerevisiae CKS1/cksl1A::KanMX.
4.2.1. Primera estrategia de confirmacion.

La primera estrategia de confirmacion consistié en realizar un PCR como se
describe en la seccion 3.2.2, donde se emplearon oligonucle6tidos que hibridan
en las regiones flanqueantes al locus del gen CKS1 (Figura 15A). Si hay
reemplazo de uno de los alelos de CKS1 por KanMX se esperaria la
amplificacion de un fragmento de 2067 pb correspondiente a KanMX con
secuencias flanqueantes al gen CKS1. Este fragmento se denominé KANMXf
(Figura 14A) Ademas, se debe esperar otro producto de PCR de 977 pb que
corresponderia al alelo CKS1 silvestre con las mismas secuencias
flanqueantes al locus donde este se ubica. Este fragmento amplificado se
denomindé CKS1f (Figura 15B).

Figura 15. Esquema del primer PCR para la confirmacion de la mutante diploide S.

cerevisiae CKS1/ckslA:KanMX. A. Sitios de hibridacion de los oligonucleétidos
respecto a un alelo del gen CKS1 o al gen KanMX insertado en el locus del otro alelo de
CKSL1 en la mutante. B. Productos de PCR: KANMXf: fragmento que corresponde al gen
KanMX(rojo) con secuencias flanqueantes al locus del gen CKSl1l(negro) y CKS1f:
fragmento correspondiente al alelo silvestre CKS1 y secuencias flanqueantes del locus de
este.

Como resultado de la amplificacién, se obtuvieron dos productos: el primero

(CKS1f) con un tamafno similar al esperado para el producto que contiene el
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alelo silvestre CKS1 (977 pb) y el segundo de aproximadamente 2067 pb
(KANMXf) que es el tamafio esperado para el fragmento que contiene el gen
KanMX y demuestra que hubo insercion de este en el locus del otro alelo de
CKS1 (Figura 16, carriles 2 y 3). Fueron analizadas mediante esta reaccion de
PCR dos clonas provenientes de la transformante inicial (Figura 16, carriles 2 y
3). Mediante esta prueba, se confirmo la obtencion de la mutante S. cerevisiae
CKS1/ckslA:KanMX.

Figura 16. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de PCR
para confirmacion de la mutante S. cerevisiae CKS1/cks1A::KanMX. Carril 1:
marcador de peso molecular, MHindlll. Carril 2: Producto de PCR de
confirmacion clona 1. Carril 3: Producto de PCR de confirmacion clona 2.
Carril 4: control negativo. KAMXf: KanMX con segmentos flanqueantes al
locus del gen CKS1 CKSIif: alelo silvestre de CKS1 con segmentos
flanqueantes al locus del mismo.

4.2.2. Segunda estrategia de confirmacion.

La segunda estrategia de confirmacion consistio en realizar un PCR como se
describe en la seccion 3.2.3, empleando como cebadores un oligonucleotido
sentido (el mismo empleado en el PCR de la seccion 3.2.2) que hibrida con una
secuencia rio arriba respecto al locus del gen CKS1 y un oligonucleotido
antisentido que hibrida con una secuencia interna del gen KanMX (Figura 17A).
Si hubiese inserciébn de KanMX en uno de los locus de CKS1 se espera la
amplificacion del fragmento de 801pb correspondiente a una parte de la
secuencia flanqueante del gen CKS1 y un segmento del gen KanMX. Este

fragmento amplificado se denominé KANMXf2 (Figura 17B).
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Figura 17. Esquema del segundo PCR para la confirmacién de la mutante diploide S.
cerevisiae CKS1l/ckslA::KanMX. A. Sitios de hibridacién de los oligonucleétidos en el
cromosoma que contiene el mdédulo KanMX insertado en el locus del gen CKS1 en la mutante.
B. Producto de PCR: KANMXf2-Fragmento que corresponde a una parte del gen KanMX(rojo)
con una fraccion de secuencia situada upstream al locus del gen CKS1(negro).

Como resultado de este PCR se obtuvo un producto de aproximadamente 801
pb que coincide con el tamafo de fragmento esperado (Figura 18, carriles 2 y
3). Este resultado evidencié que el médulo KanMX fue insertado correctamente

en el locus de CKS1.

Figura 18. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de PCR
obtenidos mediante la segunda estrategia de confirmacion de la mutante. Carril
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1: marcador de peso molecular (MHindlll). Carril 2: producto de PCR de
confirmacion clona 1. Carril 3: producto de PCR de confirmacion clona 2.

4.2.3. Andlisis de restriccidon de los productos de PCR de confirmacion.

Para corroborar el resultado obtenido en la seccion 4.2.1, se realiz6 un analisis
de restriccion en el que los productos de PCR fueron digeridos con las enzimas
Ncol y Hindlll (seccién 3.2.4). La enzima Ncol solamente tiene un sitio de
reconocimiento en el fragmento que contiene al modulo KanMX (KANMXf)
generandose dos fragmentos de 714 y 1353 pb y se mantiene intacto el
producto de 977pb que contiene el gen CKS1 (CKS1f) (Figura 19A). Por otro
lado, la enzima Hindlll tiene dos sitios de reconocimiento en KANMXf y un sitio
en CKS1f, dando lugar a cinco fragmentos de 276, 302, 675, 808 y 983 pb
(Figura 19B).

En la Figura 19C (carriles 2 y 4), aparecen los productos de la digestion con las
enzimas Ncol y Hindlll, respectivamente. A partir de la digestion con Ncol se
obtuvieron tres fragmentos del tamafio esperado, haciéndose evidente que la
enzima digiri6 Unicamente al fragmento mas grande (KANMXf) corroborando
que contiene el médulo KanMX. En el caso de la digestion con Hindlll (Figura
19C, carril 4) se observan cuatro fragmentos y no cinco de acuerdo con la
estimacion tedrica. La migracion de los tres fragmentos de mayor tamafio

coincide con los esperados de 675, 808 y 983 pb. En cuanto al fragmento de
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menor tamano, es posible que corresponda a la migracién simultanea de los
dos fragmentos de 276 y 302 pb y que no se hayan podido resolver en el gel de
agarosa a la concentracion utilizada. Como referencia se muestra el producto
de PCR (carril 3), obtenido a partir del DNA gendmico de la clona 1 (seccion
4.2.1). De esta manera queda demostrado empleando diferentes pruebas que

fue generada la mutante de S. cerevisiae CKS1/ckslA::KanMX.
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Figura 19. Analisis de restriccién de los productos del primer PCR de confirmacion de la
mutante. En A. y B. KANMXf y CKS1f son los productos del primer PCR de confirmacion de
la mutante. KANMXf: Fragmento que corresponde al gen KanMX (rojo) con secuencias
flanqueantes al locus del gen CKS1(negro) y CKS1f: Fragmento correspondiente al otro alelo
silvestre CKS1 y secuencias flanqueantes del locus de este. A) Esquema del sitio de corte y
fragmentos resultantes al digerir con Ncol. B) Esquema de los sitios de corte y fragmentos
resultantes al digerir con Hindlll el producto de PCR. C) Electroforesis en gel de agarosa 1%
de las reacciones de digestion con Ncol y Hind. Carrill: 1 kb Plus Ladder (Invitrogen). Carril
2: Productos del PCR digeridos con Ncol. Carril 3: PCR de confirmacion de la mutante. Carril
4: Productos del PCR digeridos con Hindlll.
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4.3. Ensayo de complementacion de la mutante CKS1/cks1A::KanMX.

Para realizar el ensayo de complementacion se llevo a cabo la transformacion
de los vectores que contienen el gen a evaluar y posteriormente la induccion
de la esporulacion. Las levaduras tanto en su fase haploide como diploide, en
presencia de cantidades apropiadas de nutrientes crecen y entran en
sucesivas divisiones mitéticas, donde la célula hija recibe la misma carga
genética de la madre. En ausencia de nutrientes, distintas respuestas
celulares desencadenan otros procesos de division celular. Asi, en medios
con ausencia completa de nitrdgeno y en presencia de una fuente de carbono
no fermentable (como acetato), las células diploides (2n) abandonan el ciclo
de crecimiento mitético y entran en meiosis. De esta manera, se originan 4
células hijas con la mitad de la carga genética de la madre (células haploides,
1n), durante la esporulacion (Neiman, 2005). Las cuatro células haploides,
producto de la meiosis, quedan contenidas dentro de un saco denominado
asca.

A nivel de laboratorio, aprovechando estos cambios en la levadura es posible
evaluar la viabilidad de cada célula haploide hija en los experimentos de
complementacién separando las 4 esporas del asca y comprobando su
sobrevivencia en medios especificos.

La apertura de las ascas puede lograrse utilizando una enzima (por ejemplo,
liticasa), para posteriormente recuperar de manera independiente cada uno
de los cuatro productos haploides, mediante un microscopio y un
micromanipulador (Gonzélez y Valenzuela, 2001). Ademas, se puede realizar
otro ensayo denominado esporas al azar donde posterior a la ruptura de las
ascas son analizadas un conjunto de esporas seleccionadas al azar y
clasificadas segun el fenotipo observado en métodos como la seleccién por
auxotrofias (Siddiqui, 1971; Khare et al., 2011).

4.3.1. Transformacion de la mutante S. cerevisiae CKS1/cksl1A::KanMX

con las construcciones pYES2-Tvcksl y pYES2-Tvcks2.

Con el propésito de evaluar si las proteinas TVCKS1 y TVCKS2 complementan
la funcidn de la proteina Cksl de S. cerevisiae, se transformé la mutante con el
vector vacio pYES2 (control negativo) y con las construcciones previamente
obtenidas por la M. en C. Nataly Morales (Morales, 2015): pYES2-Tvcksl1,
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PYES2-Tvcks2 y pYES2-CKS1 (control positivo) (seccion 3.3.1). El pladsmido
pPYES2 del cual se derivan estas construcciones contiene el marcador de
seleccion URA3 que confiere prototrofia para uracilo. Como resultado, fueron
obtenidas las transformantes URA+ de la mutante S. cerevisiae
CKS1/cks1lA::KanMX con cada una de las construcciones a evaluar. Se
seleccionaron cuatro clonas aisladas de cada transformacion para llevar a cabo

un pase de purificacion y posteriormente inducir la esporulacién de cada una.
4.3.2. Induccion de la esporulacion de las mutantes transformadas.

Para llevar a cabo el experimento de complementacion se indujo la
esporulacién a partir de cada una de las mutantes transformadas. Esto se
realizd creciéndolas en un medio pobre en fuentes de carbono y nitrégeno
(medio de esporulacion) como esté descrito en la seccion 3.3.2. En la mutantes
con las construcciones pYES2-Tvcks2 y pYES2-CKS1 (control positivo) se
observé por microscopia mayor nivel de esporulacion que en las transformadas
con las construcciones pYES2-Tvcksl y pYES2 (control negativo). En cada
caso se selecciond la colonia mas esporulada y se evaluo la complementacion

empleando dos métodos: diseccion de tétradas y esporas al azar.
4.3.3. Evaluacioén de la complementacion por diseccién de tétradas.

Para evaluar la complementacion de la proteina Cksl silvestre de S.
cerevisiae CKS1/ckslA::KanMX con pYES2-CKS1 se realiz6 el método de
diseccion de tétradas como se describe en la seccion 3.3.3 (Figura 20). Dado
gue la expresion de los marcos abiertos de lectura clonados en el vector
PYES2 se induce bajo la regulacion del promotor GAL1 (levadura), la

presencia de galactosa en el medio de cultivo es necesaria.
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Figura 20. Estrategia para el experimento de complementacion por diseccion de tétradas.

Como resultado se observdO que del total de disecciones realizadas
germinaron cuatro triadas (Figura 21A, flechas rojas) y tres tétradas (Figura
21, flechas negras). Posteriormente, todas las colonias germinadas fueron
replicadas en una caja con YPGal/Raf y en otra de YPGal/Raf con Geneticina
para poder comparar e identificar cuales tenian el fenotipo de resistencia a
este antibidtico. El crecimiento de estas células haploides en un medio con
Geneticina indica que son las hijas de la mutante diploide original que
heredaron el gen KanMX insertado en el locus de uno de los alelos de CKS1.
Estas haploides mutantes serian viables solo si la proteina Cksl expresada a
partir del plasmido pYES2-CKS1 estuviera complementando la funcion en la
mutante nula para este gen.

Pasadas 48 h de incubacion de las esporas germinadas y replicadas en
YPGal/Raf sin y con Geneticina, dos de las tres tétradas disectadas tuvieron
el patron esperado para un ensayo positivo de complementacion (Figura 21B
recuadros rojos 6 y 7). Se observl que dos de las cuatro esporas no pueden

crecer en el medio de seleccién con Geneticina, lo que corresponderia a las
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células haploides con el alelo silvestre de CKS1 que no tienen el gen KanMX
en su genoma. Las otras dos colonias de la tétrada pudieron crecer en el
medio con Geneticina, que es el fenotipo que corresponde a células haploides
mutantes con el otro alelo de CKS1 reemplazado por el gen KanMX que le
confiere resistencia a dicho antibiotico. Estas colonias son viables ademas
porque la proteina CKS1 de S. cerevisiae (control positivo) esta

complementando la funcion del alelo silvestre que ha sido reemplazado.

Figura 21. Ensayo de complementacion de S. cerevisiae CKS1/cks1A::KanMX transformada
con pYES2-CKS1 (control positivo). A) Diseccion de tétradas. Triada de esporas disectadas
(flechas negras). Tétradas disectadas (flechas rojas). B) y C) Crecimiento de las triadas 1-4
(recuadros en negro) y tétradas 5-7 (recuadros en rojo) seleccionadas en el ensayo de
diseccién en medios B) YPGal/Raf C) YPGal/Raf con Geneticina.
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Para confirmar el genotipo se tomé una de las tétradas con el fenotipo
representativo de complementacion (Figura 22A) y se realizd0 el PCR de
confirmacién descrito en la seccién 3.2.2 en el cual se esperaria un producto de
977 pb denominado KANMXT (para el caso de sustitucion del locus nativo por el
gen KanMX), mientras que si se trata del locus nativo se obtendria un producto
de 977pb. Con este propdésito, primeramente, se extrajo DNA gendmico de las
células crecidas a partir de cada espora de la tétrada seleccionada el cual sirvid
de molde, lograndose la amplificacion del fragmento esperado para esporas
transformadas con KanMX. Como resultado de los PCR realizados a partir del
DNA gendmico de dos colonias de la tétrada analizada (Figura 22A, carriles 1y
4) se obtuvo un unico fragmento de aproximadamente 2067 pb correspondiente
a la sustitucion del alelo silvestre por KanMX como se comenté-anteriormente
(Figura 22B, carriles 1 y 4) comprobandose de esta manera que estas colonias
provienen de células haploides mutantes que contienen el gen KanMX
insertado en el locus de CKS1. En el caso de las dos colonias que no crecieron
en YPGal/Raf con Geneticina, se obtuvo un producto de PCR de
aproximadamente 977 pb correspondiente al fragmento que contiene el gen
CKS1 silvestre (CKS1f) (Figura 22B, carril 2 y 3). De esta manera se demostro
gue estas colonias provienen de células haploides de la tétrada disectada que
portan el alelo silvestre. A través de estas reacciones de PCR se demostro a
nivel genémico y en correspondencia con el fenotipo observado, que Cksl de
S. cerevisiae regenera la viabilidad de las células haploides que carecen del
gen CKSL1. Este resultado coincide con lo esperado como control positivo e

indica que el sistema elegido para demostrar complementacion funciona.
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Figura 22. Comprobacién de la complementacién de S. cerevisiae CKS1/ckslA::KanMX
transformada con pYES2-CKS1 (control positivo). Panel A. Tétrada con el nimero 7 en la Figura
19C, seleccionada para analizar el genotipo mediante PCR. Panel B. PCR de confirmacion de la
complementacion de la mutante S. cerevisiae CKS1/ckslA::KanMX transformada con pYES2-
CKS1. PM: Peso Molecular (DNA de Fago MHindlll). Para A. y B. Carril 1: Colonia haploide
mutante. Carril 2: Colonia haploide silvestre. Carril 3: Colonia haploide silvestre. Carril 4: Colonia
haploide mutante. Para B. C+: Diploide mutante sin transformar (control positivo). C-: Control
negativo de PCR.

4.3.4 Evaluacion de la complementacion por el método de esporas al azar.

Debido a problemas técnicos del micromanipulador no fue posible evaluar si
TvCKS1 y TvCKS2 podian complementar la mutante S. cerevisiae
CKS1/cksl1lA::KanMX empleando el método de diseccion de tétratas. Por esta
razon se realizd con este fin el método de esporas al azar (Figura 23) y
posteriormente se llevo a cabo la identificacion del genotipo mediante un
tamizaje en diferentes medios de cultivo (Figura 24). Estos métodos se
llevaron a cabo como aparece descrito en la seccion 3.3.4. y 3.3.4.1. Para
desarrollar este andlisis se tom6 en cuenta el genotipo de la levadura S.
cerevisiae BY4743 (MATa/a his3A1/his3A1 leu2A0/leu2A0 LYS2/lys2A0
met15A0/MET15 ura3A0/ura3A0) y de acuerdo a este se tuvieron las
siguientes consideraciones: 1) los cuatro medios a evaluar deben contener
histidina y leucina ya que la levadura diploide parental es auxotrofa a ambos
aminoacidos (his3-/his3-, leu2-/leu2-) y 2) el plasmido pYES2 del cual se
derivan las construcciones con las que se transformé la mutante contiene el
marcador URA3 que confiere prototrofia a uracilo, por lo que no es necesario

adicionarlo a ninguno de los medios a evaluar.
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Figura 23. Estrategia para el experimento de complementacién por esporas al azar.

Figura 24. Esquema del método de seleccion por auxotrofias. Criterios para la clasificacion
a través de los diferentes fenotipos observados. MM2/Gal/Raf (Anexo Il), His - Histidina, Leu
- Leucina, Lys - Lisina, Met - Metionina, Gen - Geneticina.
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El principio que se sigue en este método es que, durante el proceso de
meiosis, producto de la recombinacion genética y segregacion de los genes al
azar, las células hijas haploides pueden heredar algunas auxotrofias y otras
no. Por lo tanto, estas células haploides crecerian Unicamente en los medios
suplementados con los aminoacidos que correspondan a las auxotrofias que
han heredado. Ademas de cumplir con lo antes mencionado, para que sean
viables las haploides mutantes tienen que tener el gen KanMX que le permita
crecer en presencia de Geneticina y el plasmido que estas contienen con el
gen a evaluar debe expresar un producto que complemente la funcién de la
mutante deficiente en la proteina Cks1.

Como resultado de estos ensayos se observo que de 100 colonias evaluadas
en el medio minimo MM2Gal/Raf con Geneticina, 5 colonias hijas de la
mutante con pYES2-Tvcksl y 19 colonias hijas de la mutante con pYES2-
Tvcks2 pudieron crecer solo en presencia de Lisina o Metionina en el medio
de cultivo. Estas colonias fueron identificadas genotipicamente como
haploides mutantes segun el método de seleccion por auxotrofias (Tabla 10 y
11) (Figura 2, Anexo V).

Por otra parte, se identificd otro grupo de 11 colonias en el caso de la mutante
transformada con pYES2-Tvcksl y 15 colonias en el caso de la mutante con
pPpYES2-Tvcks2 que no pudieron crecer en ninguno de los 4 medios en
presencia de Geneticina y crecieron en YPGal/Raf (Figura 1, Anexo V). Este
grupo se clasificd con el fenotipo de haploides silvestres ya que carecen del
gen KanMX en su genoma lo que les impide crecer en presencia de
Geneticina (Figura 2, Anexo V) (Tablas 10 y 11).

En este ensayo se observo una esporulacion considerablemente menor de la
mutante transformada con pYES2-Tvcksl en comparacion con la mutante
transformada con pYES2-Tvcks2. Esto explica que la cantidad de colonias
haploides sea mas baja en la primera debido a que la baja esporulacion,
disminuye la probabilidad de seleccionar células haploides con relacion a las
diploides que no esporularon.

Adicionalmente, se identific6 un tercer grupo mayoritario de colonias que
crecen en los cuatro medios con diferentes combinaciones de aminoacidos
que se Yy clasificaron genotipicamente como diploides (Figura 2, Anexo V)

(Tablas 10 y 11). EIl criterio para esta determinacion se basd en que las
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diploides parentales son auxoétrofas para histidina, leucina y uracilo y esto es
compensado por la presencia de histidina y leucina en todos los medios y por
tener el plasmido pYES2 que aporta el gen de prototrofia URA3.

Es importante mencionar que hay una poblacion, que posiblemente no se
pudo identificar por este método: células haploides mutantes que heredaron
los alelos dominantes LYS2 y MET15 que confieren prototrofia para Lisina y
Metionina, respectivamente y que, por ende, son capaces de crecer en todos
los medios de tal forma que se interprete erroneamente como células
diploides.

Al analizar el control negativo (S. cerevisiae CKS1/cks1A::KanMX con el vector
vacio pYES2) a través de este tamizaje se identificaron 65 colonias que
crecieron en todos los medios evaluados por lo que se clasificaron como
células diploides. Se identific6 ademas un segundo grupo de 35 colonias que
no crecieron en ninguno de los medios evaluados pero que crecieron en
YPGal/Raf (Figura 1 Anexo V), por lo que se clasificaron como haploides
silvestres (Figura 2 Anexo V) (ver resumen en Tabla 12). El resultado obtenido
para el control negativo concuerda con lo esperado debido a que la uUnica
poblacién de células haploides que podrian sobrevivir, serian aquellas que
tienen el alelo CKS1 silvestre. En el caso de las esporas haploides mutantes, al

no portar el gen esencial CKS1, no serian viables.

Tabla 10. Resultados del método de esporas al azar en las mutantes transformadas con
pYES2-Tvcksl.

YPGal/ | YPGal/
Raf Raf +
Gen

*His+Leu
+Gen

*His+Leu
+Lys
+Gen

*His+Leu
+ Met
+Gen

*His+Leu
+Lys+Met
+Gen

No. de
colonias

Genotipos
deducidos
por
selecciéon
por
auxotrofias

Haploide
mutante

11

Haploide
silvestre

84

Diploide
mutante
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Tabla 11. Resultados del método de esporas al azar en las mutantes transformadas con
PYES2-Tvcks2.

YPGall | YPGall | *His+Leu | *His+Leu | *His+Leu | *His+Leu *No.de | Genotipos
Raf Raf + +Gen +Lys + Met +Lys+Met | colonias | deducidos
Gen +Gen +Gen +Gen por
seleccién
por
auxotrofias
+ + - + - + 11 Haploide
+ + - - + + 2 mutante
+ + - - - + 6
+ - - - - - 15 Haploide
silvestre
+ + + + + + 66 Diploide
mutante

Tabla 12. Resultados del método de esporas al azar en las mutantes transformadas con

pYES2.

YPGall | YPGall | *His+Leu | *His+Leu+ | *His+Leu+ | *His+Leu | No.de | Genotipos
Raf Raf + +Gen Lys +Gen Met +Gen | +Lys+Met | colonias | deducidos
Gen +Gen por
seleccion

por
auxotrofias

+ - - - - - 35 Haploide
silvestre

+ + + + + + 65 Diploide
mutante

* Medio minimo: MM2/Gal/Raf (Anexo 1) suplementado con los aminoéacidos requeridos.
His: Histidina, Leu: Leucina, Lys: Lisina, Met: Metionina y Gen: Geneticina (ver
concentraciones en Anexo II).

4.3.5. PCR confirmatorio de la complementacion por TVCKS1 y TVCKS2.

Para confirmar los genotipos deducidos por el método de seleccion por
auxotrofia (secciones 4.3.4 y 4.3.5), se llevd a cabo la reaccion de PCR
descrita en la seccion 3.2.2.

El PCR a partir de DNA genomico obtenido de las clonas clasificadas como
células haploides mutantes (tanto las transformadas con pYES2-Tvcksl como
con pYES2-Tvcks2) dio como resultado la amplificacion de un fragmento de
aproximadamente 2067 pb (Figura 25A y 25B, carril 2), que corresponde al
tamafo esperado para el fragmento que contiene el gen KanMX (KANMf)
(seccion 4.2.1, Figura 15). En ninguno de los dos casos se observo el

amplicén de 977 pb correspondiente a CKS1f que contiene el alelo silvestre
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CKSL1. Este resultado sugiere que las clonas clasificadas como haploides
mutantes, tienen el genotipo esperado: son viables en ausencia del alelo
CKS1 silvestre porque el producto de la expresion de los genes Tvcksl y
Tvcks2 esta complementando la funcién de la Cksl de S. cerevisiae.

Los productos de los PCRs realizados a partir del DNA gendmico de las
colonias clasificadas como células haploides silvestres mostré (tanto las
transformadas con pYES2-Tvcksl como con pYES2-Tvcks2) la amplificacion
de un fragmento de aproximadamente 977 pb, correspondiente al alelo
silvestre CKS1 (Figura 25Ay 25B, carril 3), corroborandose asi la clasificacion
realizada mediante la seleccion por auxotrofias.

Se analiz6 ademas el genotipo de una tercera poblacion de células
clasificadas como diploides. En éstas, se observaron los fragmentos KANMXf
(2067 pb) que contiene el gen KanMX y CKS1f (977pb) que contiene el alelo
silvestre CKS1(Figura 25 A y B, carril 4) lo cual se corresponde a la
clasificacion realizada a través del fenotipo observado en el método de
seleccién por auxotrofias.

De igual manera se evaluaron las colonias resultantes del método de esporas
al azar a partir de la mutante con el pldsmido vacio pYES2 (control negativo
del experimento). Se realizdé el PCR a partir del DNA genémico de colonias
representativas de los dos genotipos deducidos por el método de seleccion
por auxotrofias: diploides y haploides silvestres. La evaluacion por PCR de las
colonias identificadas como haploides silvestres dio como resultado la
amplificacion de un producto de 977 pb (Figura 25C carriles 2 y 3). El
producto

de PCR obtenido a partir de una colonia diploide, dio como resultado la
amplificacion de los dos fragmentos esperados de 2067 y 977 pb
aproximadamente (Figura 25C, «carril 4). Este resultado esta en
correspondencia con la identificacion realizada por el método de seleccion por

auxotrofias.
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Figura 25. PCR de confirmacién del ensayo de complementacion. PCR a partir de DNA
gendémico de poblaciones de células clasificadas a través de seleccion por auxotrofias a partir
de la mutante transformada con: A. pYES2-Tvcksl. B. pYES2-Tvcks2 y C. pYES2. Para A. y B.:
carril 1-Marcador de peso molecular DNA de Fago AMHindlll, carril 2-Colonia haploide mutante,
carril 3- Colonia haploide silvestre, carril 4- Colonia diplode carril 5- Diploide mutante sin
transformar (control positivo) carril 6-Control negativo. Para C. Carril 1: Marcador de peso
molecular DNA de Fago A/Hindlll carril 2-Colonia haploide mutante, carril 3-Colonia haploide
silvestre, carril 4-Colonia diplode, carril 5- Diploide mutante sin transformar (control positivo),
carril 6-Control negativo.

4.3.6. Curva de crecimiento de haploides mutantes con pYES2-Tvcksl,
PYES2-Tvcks2 y el control positivo pYES2-CKS1.

Para evaluar la capacidad de complementacion de las CKSs de T. vaginalis
comparadas con la CKS de S. cerevisiae se realizd una curva de crecimiento
como esta descrito en la seccién 3.3.6. Se seleccionaron para el estudio 3
clonas haploides mutantes con las construcciones pYES2-Tvcksl (clonas
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102.1, 102.2 y 102.3), pYES2-Tvcks2 (clonas 16.1, 16.2 y 16.3) y pYES2-CKS1
(clonas 21.1, 21.2 y 21.3) como control positivo. Las haploides mutantes
evaluadas tienen iguales auxotrofias (his3, leu2, lys2, MET15, ura3) segun el

fenotipo observado en el método de seleccién por auxotrofias.

Figura 26. Curva promedio de crecimiento de las clonas haploides mutantes transformadas
con: pYES2-CKS1, control positivo (negro); pYES2-Tvcks1(azul) y pYES2-Tvcks2 (rojo).

Como se observa en la Figura 26, las curvas de crecimiento de las clonas
haploides mutantes de S. cerevisiae transformadas con pYES2-Tvcksl (azul),
pYES2-Tvcks2 (rojo) y con pYES2-CKS1] (negro) como control positivo son
muy similares. Los parametros de crecimiento calculados a partir de estas
curvas corroboran la semejanza entre ellas (Figura 27A y 27B). Este resultado
sugiere que la capacidad de complementacién es semejante entre TVCKS1,
TvCKS2 y la CKS1 de S. cerevisiae.
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Figura 27. Parametros de crecimiento evaluados en las clonas haploides mutantes con el
plasmido pYES2-CKS1 control positivo (CKS1 21); pYES2-Tvcksl (TvCKS1 102) y pYES2-
Tvcks2 (TVCKS2 16) A. Valores promedio de tiempo de duplicacién(Td); B. Valores promedio
velocidad especifica de crecimiento (u). Aparecen sefialadas las desviaciones estandar de

las tres replicas que se hicieron en cada caso.
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4.4- Dimerizacion de las TVCKS de T. vaginalis.

4.4.1. Expresion y purificacion de las proteinas TvCKS1 y TvCKS2
recombinantes fusionadas a una etiqueta de Histidina.

Para determinar si TvCKS1 y TvCKS2 forman homodimeros, caracteristica
estructural coman en la familia de CKSs de levaduras a humanos,
primeramente, se indujo la expresion de estas proteinas de manera
recombinante fusionadas a una etiqueta de histidinas. Fueron evaluadas
colonias transformantes de E. coli M15 con las construcciones pQE30-Tvcksl y
pQE30-Tvcks2. El plasmido pQE30, a partir de cual se derivan estas
construcciones, contiene la etigueta compuesta por 6 Histidinas situada en la
region N-terminal del sitio multiple de clonacién. Ademas, para la seleccién de
los transformantes, este vector tiene un gen de resistencia a ampicilina y la
cepa E. coli M15 posee un plasmido denominado pREP4 que confiere
resistencia a kanamicina. Por esta razon los transformantes fueron cultivados
en LB en presencia de kanamicina y ampicilina (seccion 3.4.1).

La expresion de las proteinas se indujo con IPTG y pasadas 4 horas (tiempo
seleccionado previamente como el de maxima expresion) se procedié a hacer
la purificacion por un método de afinidad Histidina-Niquel empleando la resina
de agarosa acoplada a Niquel (Ni-NTA Agarose, Qiagen) (seccién 3.4.2). Los
pasos de purificacion fueron evaluados en un SDS-PAGE y un Western-blot
(seccion 3.4.3).

Por SDS-PAGE se evidencié la expresion de las proteinas recombinantes
TvCKS1 (Figura 28, panel A, carril 3) y TvCKS2 (Figura 29, panel A, carril 2)
respecto al control sin inducir (Figuras 28 y 29, panel A, carril 2 y 1,
respectivamente). La banda de 12 kDa correspondiente al peso molecular de
las proteinas TvCKS1 y TvCKS2 monoméricas se visualiza en la fraccion
soluble y en los pasos de purificacibn de cada proteina (Figuras 28 y 29,
carriles 5-10). La expresion y purificacion de las proteinas TVCKS1 y TvCKS2
recombinantes se corroboré por Western-blot empleando como método de
deteccidn una sonda anti-His Probe (Figura 28 y 29, panel B). En el Western-
blot de la primera elucion en la purificacion de TvCKS1 (Figura 28, panel B,
carril 8) ademés de la banda asociada al monémero de la proteina, se detecta

otra de baja intensidad con un peso molecular aproximado de 24 kDa el cual
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corresponde a un dimero de esta proteina segun las estimaciones tedricas.
Este resultado sugiere la existencia de interacciones fuertes entre la proteina
TvCKS1 que soportan las condiciones desnaturalizantes. Un resultado
semejante se obtuvo en anteriores estudios en T. cruzi y L. mexicana donde se
observé formacion de homodimeros resistentes a los reactivos
desnaturalizantes de un SDS-PAGE en una mayor proporcion incluso que la
observada en este caso para las mismas condiciones (Mottram & Grant, 1996;
Mufioz et al., 2006).

En el caso de la proteina TvCKS2 no se observé sefal correspondiente a
dimeros de esta proteina en el ensayo de Western blot, sin embargo, se
pueden visualizar en el SDS-PAGE bandas de peso molecular equivalente al
de los dimeros, pero en este caso de menor intensidad en comparacion a las
observadas en las eluciones de TvCKS1, posiblemente sea por ese motivo que

no pudieron ser detectadas estas bandas por Western-blot.

Figura 28. SDS PAGE y Western-blot de la proteina TvCKS1 expresada y purificada. Panel A: SDS-PAGE
(Gel de poliacrilamidal5%); Panel B: Western-blot (la proteina recombinante TvCKS1 fue detectada con
una sonda HisProbe-HRP_1:3000). Carril 1: Marcador de Peso Molecular. Carril 2: Cultivo sin inducir. Carril
3: Cultivo inducido (tiempo de induccion=4h). Carril 4: Fraccion insoluble. Carril 5: Fraccién soluble. Carril 6:
Proteina que no se unié a la columna. Carril 7: Lavado 3. Carriles 8-10: Eluciones.
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Figura 29. SDS PAGE y Western-blot de la proteina TvCKS2 expresada y purificada. Panel A: SDS-
PAGE (Gel de poliacrilamidal5%); Panel B: Western-blot. (la proteina recombinante TvCKS1 fue
detectada con una sonda HisProbe-HRP_1:3000). Carril 1: Cultivo sin inducir. Carril 2: Cultivo inducido
(tiempo de induccion=4h). Carril 3: Fraccion insoluble. Carril 4; Marcador de Peso Molecular. Carril 5:
Fraccion soluble. Carril 6: Proteina que no se unié a la columna. Carril 7: Lavado 3. Carriles 8-10:
Eluciones.

4.5. Formacion de dimeros de TVCKS1 y TvCKS2 recombinantes.

Para evaluar la formacion de dimeros de TvCKS1 y TvCKS2 se varid la
concentracion de SDS en el amortiguador de corrida (de 0.1% a 0.05% de
SDS) del SDS-PAGE y ademas se elimind el [-mercaptoetanol del
amortiguador de preparacion de la muestra. Se probaron condiciones menos
desnaturalizantes variando las concentraciones de SDS para posibilitar en
alguna medida el plegamiento de estas proteinas e interacciones entre los
monomeros de estas y de esta manera poder visualizar con mayor claridad si
existe formacion de homodimeros.

La Figura 30 muestra un SDS-PAGE realizado con las condiciones descritas en
(Seccion 3.4.3) donde se compararon las proteinas recombinantes His-TvCKS1
y His-TvCKS2 preparadas con un amortiguador de muestra con [3-
mercaptoetanol (Figura 30, carriles 2 y 4, respectivamente) y sin [3-
mercaptoetanol (Figura 30, carriles 3 y 5, respectivamente). Igualmente, se
evaluo una proteina control fusionada también a una etiqueta de 6 Histidinas
hacia el N-terminal, His-CRK5, que es una cinasa dependiente de ciclina de T.
vaginalis (Amador et al., 2017 que no forma dimeros. Esta se evaluo en iguales
condiciones: en amortiguadorde muestra con [-mercaptoetanol (Figura 30,
carril 6) y sin B-mercaptoetanol (Figura 30, carril 7). Se aprecié en el SDS-
PAGE de las proteinas TVCKS1 y TVCKS2 en amortiguador de muestra con [3-
mercaptoetanol (Figura 30, panel A carriles 2 y 4, respectivamente) que
aparece una banda intensa de aproximadamente 12 kDa que es al peso
molecular de ambas proteinas. Fue corroborado por Western blot que estas
bandas corresponden a los monémeros de TVCKS1y TVCKS2 y no se observa
otra banda adicional de mayor peso molecular que pudiera asociarse a un
dimero u oligdbmero de mayor tamafo. Al evaluar por SDS-PAGE las proteinas
His-TVCKS1 y His-TvCKS2 sin [(-mercaptoetanol en el amortiguador de
muestra (Figura 30, carriles 3 y 5), se pudieron observar dos bandas de 12 kDa
y 24-25 kDa aproximadamente. Por Western-blot se comprob6 que la banda
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inferior corresponde al mondémero de 12 kDa y la banda superior a un dimero
del doble de peso molecular tanto en TvCKS1 con TvCKS2 (Figura 30, panel B,
carriles 2 y 4, respectivamente). En el caso del control negativo de dimerizacion
His-CRK5 se observdé por SDS-PAGE que tanto con presencia de [3-
mercaptoetanol (Figura 30, panel A. carril 6) como en ausencia de este (Figura
30, panel A, carril 6) se comporta de igual manera, observandose una banda
solamente de alrededor de 32 kDa. Esta banda se comprobd por Western-blot
(Figura 30, panel B, carril 6 y 7) que corresponde a un monémero de CRK5 y
gue no hay formacion de dimeros en este caso, a diferencia de lo que ocurre
con las CKSs de T. vaginalis. Este experimento demostré que TvCKS1 y
TvCKS2 pueden formar homodimeros estables en condiciones semi-

desnaturalizantes.

Figura 29. SDS PAGE y Western-blot de las proteinas His-TvCKS1 y His-TvCKS2 purificadas
y bajo diferentes tratamientos. Panel A: SDS-PAGE (Gel de poliacrilamidal6%; Amortiguador
de corrida 0.5 % SDS); Panel B: Western-blot. (la proteina recombinante His-TvCKS1 fue
detectada con una sonda HisProbe-HRP_1:3000). Carril 1;: Marcador de Peso Molecular. Carril
2: His-TvCKS1 en amortiguador de muestra con B-mercaptoetanol. Carril 3: His-TvCKS1 en
amortiguador de muestra sin -mercaptoetanol. Carril 4. His-TvCKS2 en amortiguador de
muestra con [-mercaptoetanol. Carril 5: His-TvCKS2 en amortiguador de muestra sin f3-
mercaptoetanol. Carril 6: CRK5 en amortiguador de muestra con [3-mercaptoetanol. Carril 7:
CRKS5 mezclado con amortiguador de muestra con [3-mercaptoetanol.

5. Discusion de los resultados

En trabajos anteriores de nuestro laboratorio fueron identificados dos genes
que codifican para las proteinas TvCKS1 y TvCKS2. Estas proteinas fueron

caracterizadas parcialmente a través de alineamiento de secuencias, analisis
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de ARN mensajero y patron de poliadenilacion, expresion y purificacion de
estas proteinas recombinantes e interaccion con CRKs de T. vaginalis a través
de un ensayo de doble hibrido. Permanecia como una incognita la
caracterizacion funcional de estas proteinas homodlogas estructuralmente a
otras CKSs vya identificadas como la Cksl de S. cerevisiae. La
complementacion de mutantes de levadura ha sido un método ampliamente
utilizado para la caracterizacion funcional de proteinas heterélogas (Lavigne &
Volckaert, 2007). Teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente, en este
trabajo evaluamos la capacidad de las proteinas TvCKS1 y TvCKS2 de
complementar la ausencia de Cksl en la levadura mutante S. cerevisiae y
restablecer la progresion del ciclo celular.

Los resultados de este trabajo demuestran que tanto la proteina TvCKS1 como
TvCKS2 complementan funcionalmente la mutante de S. cerevisiae deficiente
en la proteina Cksl. Las TvCKSs comparten unos indices bajos de identidad y
similitud de secuencia con su homologo de S. cerevisiae siendo los valores de
identidad de TvCKS1 y TvCKS2 en comparacion con Cksl de 28 % y 27 %
respectivamente y los valores de similitud de 40 % y 38 % respectivamente.
Ademas, las TVvCKSs tienen un menor tamafio constituidas por 82 aminoacidos
y con un peso molecular de 10 kDa respecto a los 150 aminoéacidos y 18 kDa
de Cksl (Bourne, 2000). A pesar de estas diferencias estructurales, las
TvCKSs permitieron la division de las mutantes deficientes en Cksl1.

Un estudio en T. cruzi, un protista relacionado con T. vaginalis, arrojo
resultados similares a los de este trabajo. La Unica CKS presente en este
parasito, Tcpl2 CKS1 pudo compensar una mutante nula de p13SUC1 en S.
pombe, sugiriendo una posible relacion funcional entre ellas. Esta fue otra
prueba de complementacién funcional entre proteinas de dos organismos
distantes evolutivamente (Muioz et al., 2006).

Las homodlogas de humanos (CksHs1 y CksHs2), que muestran una identidad
(>50 %) y similitud (>70%) altas con las TvCKSs, pudieron igualmente
complementar la funcion de la Cksl de S. cerevisiae (Richardson, 1990). Las
CKSs de H. sapiens son proteinas de menor tamafio que las TvCKSs
constituidas por 79 aminoacidos y con un peso molecular de 9 kDa
significativamente menor que el peso molecular de la Cksl de S. cerevisiae. A

pesar de que las proteinas CksHs1 y CksHs2 comparten una identidad alta con
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la Cksl (>50 %) muestran diferencias notables con esta ultima como la
delecion de 9 aminoacidos en la parte central de la proteina presente en las
CKSs humanas que no posee la Cksl y las grandes extensiones en la region
amino y carboxilo de Cksl que no tienen las CKSs de humanos. Estas
diferencias estan presentes igualmente en las TvCKSs al comparar su
secuencia de aminoécidos con la Cksl. Ademas de las caracteristicas
estructurales mencionadas, la Cksl tiene una region de 16 glutaminas en el
extremo carboxilo que no estd presente en los homodlogos reportados
incluyendo la TvCKSs. La observacion de que tanto pl3sucl de S. pombe
como las CKSHs1 y CKSHs2 de humanos son capaces de reemplazar a Cksl
de S. cerevisiae para permitir el crecimiento mitético normal de células de S.
cerevisiae sugiere que la regiéon de poliglutamina no realiza ninguna funcién
esencial (Richardson, 1990; Bourne, 2000).

El comportamiento similar en los parametros de crecimiento de las haploides
mutantes complementadas con TvCKS1, TvCKS2 y el control positivo Cksl de
S. cerevisiae, fue un resultado no esperado. A pesar de que las proteinas
TvCKS1 y TvCKS2 comparten un alto grado de identidad, los cambios
aminoacidicos en sitios que se han descrito como importantes para la funcion
de las familias de CKSs sugerian una diferencia en su capacidad de
complementar la mutante deficiente en Cksl de S. cerevisiae. Por otra parte,
teniendo en cuenta que Cksl es la proteina propia del sistema para probar
complementaciébn se esperaba que tuviera una mayor capacidad de
complementacion en comparacion con las TVCKSs.

Similares resultados fueron obtenidos por Richardson et al., 1990 donde las
proteinas CksHs1 y CksHs2 que comparten un menor grado de identidad entre
ellas (81%) respecto a TvCKS1l y TvCKS2 (94%) tuvieron una similar
capacidad para promover el crecimiento de una mutante deficiente en Cksl de
S. cerevisiae. De igual manera en este estudié se observd que la capacidad de
complementar de las proteinas CKSs de humanos comparadas con la Cksl
silvestre fue semejante.

A los resultados del presente trabajo se afiaden los obtenidos en un estudio
anterior de este laboratorio. En este se demostré a través de un método de
doble hibrido que se produce una interaccion entre dos TvCRKs identificadas

en T. vaginalis y las TvCKSs. La unién a las CDKs es una de las caracteristicas
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fundamentales que se estudia para la caracterizacion de las CKSs y en este
caso el experimento fue realizado con CDKs del propio organismo T. vaginalis.
De manera interesante, se observé un comportamiento diferente entre las dos
TvCKSs, ya que mientras la interaccion entre TVCRK2 y las TvCKSs por
separado fue similar, la interaccion de TvCRK1l con TvCKS1l fue
considerablemente mayor que con TVCKS2. Esta variacion en las interacciones
se sugiri6 que podia estar relacionada con los cambios aminoacidicos entre
estas TvCKSs, los cuales estan ubicados en regiones relevantes para la
interaccion con las CDKs indicando una posible diferencia funcional entre ellas
(Amador et al., 2017). Estos datos en conjunto apoyan con mayor solidez el
papel de TVCKS1 y TvCKS2 como reguladores del ciclo celular en T. vaginalis.
La formacion de homodimeros es otro aspecto ampliamente valorado en la
caracterizacion de las familias de CKSs desde el punto de vista estructural e
indirectamente funcional (Rousseau et al., 1998;; Bourne et al., 2000; Seeliger
et al., 2002, 2005; Balog et al., 2011). Se ha sugerido que el equilibrio
monomero-dimero es un modo de regulacion de la unidon de las CKSs a las
CDKs y por tanto de la funcion de las CKSs como reguladores del ciclo celular
(Ganoth et al., 2011). Esta caracteristica, se ha demostrado que es conservada
en las CKSs de diferentes organismos (Bourne et al., 2000). Sin embargo, en
las dos CKSs de humanos se ha observado diferencias en la tendencia a
formar dimeros. CksHsl tiende mas a observarse en forma monomérica
mientras que su homologo CksHs2 es mas estable en formas diméricas y
hexaméricas (Arvai et al., 1995).

En el presente trabajo se demostré que tanto TvCKS1 como TvCKS2 ademas
de observarse en su forma monomérica pueden formar dimeros como sus
homologos de CKSs de otros organismos. El empleo de un amortiguador de
muestra sin B-mercaptoetanol posibilité visualizar los dimeros al contrario de lo
que ocurre en presencia de este. El B-mercaptoetanol, ademas de sus
propiedades como agente reductor, se conoce que puede formar facilmente
puentes de hidrogeno a través de sus grupos SH y OH. Estos puentes de
hidrogeno en algunas ocasiones pueden competir con los que se establecen
entre moléculas como las proteinas (Wang et al., 2009). En un estudio en la
enzima a-manosilasa de la planta Canavalia ensiformis, la cual carece de

cisteinas, se observd que el B-mercaptoetanol promueve la separacion de las
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dos subunidades que la constituyen actuando como un solvente organico
(Einhoff et al., 1987). En los dimeros de intercambio de dominio de hoja- en
las CKSs cuya estructura se ha estudiado més a fondo, se ha demostrado que
se estabilizan principalmente por puentes de hidrogeno e interacciones
electrostaticas (Seeliger et al., 2002). Se ha reportado una excepcion que es la
Cksl de S. cerevisiae la cual forma dimeros estabilizados por un puente
disulfuro (Bourne, 2000). Teniendo en cuenta esto, es posible que igualmente
el B-mercaptoetanol actie disociando los homodimeros de TVCKS1 y TvCKS2
desestabilizando los puentes de hidrégeno que pudieran intervenir en la
formacion de estas estructuras.

Otros aspectos apoyan la formacion de homodimeros en las CKSs de T.
vaginalis: uno de ellos es la presencia en sus secuencias del motivo consenso
bisagra-p (HXPEPH) que interviene en la formacion de dimeros
intercambiados. En TvCKS1 este motivo tiene la secuencia: His-60, Ala-61,
Pro-62, Glu-63, Pro-64, Asn-65 y en TvCKS2: His-60, Asn-61, Pro-62, Glu-63,
Pro-64, Asn-65 existiendo un cambio tanto en TVCKS1 y TvCKS2 de Asn-65
respecto a la secuencia canonica que tiene Histidina. Sin embargo, este
cambio al ser conservativo puede que no sea relevante en la formacion de
dimeros y su implicacion en comparacién con otras CKSs.

Adicionalmente, las proteinas TvCKS1 y TvCKS2 pudieron complementar
funcionalmente una mutante de S. cerevisiae deficiente en CKS1 y se ha
demostrado que esta ultima puede formar dimeros intercambiados (Bourne et
al., 2000).

Contintia siendo una incognita por qué razén en T. vaginalis a diferencia de
otros protistas, se han mantenido en la evolucidon dos CKSs. Pudiera deberse a
gue cada una tiene funciones especificas no redundantes en el ciclo celular de
este parasito. Sin embargo, teniendo en cuenta la similitud tan alta de estas
proteinas y su semejante capacidad de complementar la funcion de la Cks1,
existe la posibilidad de que compartan funciones o interactien para efectuarlas.
La formaciéon de heterodimeros pudiera ser considerada, aunque no se ha visto
en los otros organismos que presentan igualmente dos genes de CKSs que
codifican para proteinas con alta similitud (H. sapiens, D. melanogaster y

Caernorhabitis elegans).
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De acuerdo a lo mencionado, quedaria pendiente para un trabajo futuro
identificar la funcion de las TvCKSs por separado y si existe interaccion entre

ellas lo cual permitira una caracterizacion funcional mas especifica de estas

proteinas.
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6. Conclusiones.

* TVCKS1 y TvCKS2 complementan la funcion de Cksl en S. cerevisiae
sustentando su posible papel como reguladores del ciclo celular en T.

vaginalis.

* TVCKS1 y TvCKS2 forman homodimeros al igual que se ha sugerido en otros
organismos lo que posiblemente sea una forma de regulacion de la funcion de

estas CKSs en T. vaginalis.
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7. Perspectivas.

e Evaluar “in vivo” la formacion de homo y heterodimeros de TvCKS1 y
TvCKS2 por el método de BIFC (Bimolecular fluorescense

complementation).

e Evaluar la posible funcién de las proteinas TvCKS1l y TvCKS2 como
reguladores de la transcripcion.
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9. Anexos
Anexo | Oligonucledtidos para reacciones de PCR

Nombre Pares de Temperatura Secuencia
bases media ( C)

KanMX 64 62.5 5" TACAACTAGATTGACACGCACTTACTCTCGT
CKS1- CTTACAGTACTCCAGCTGAAGCTTCGTACG3
Fo
KanMX. 5" CTTGAAAAGGAATTCAATTTCAGTAATTAGA
CKS1- 64 64 GTATATCAAAGGCATAGGCCACTAGTGGATCT
Re G3
CKS1A. 25 59.2 5"GCTCGAAGAATTTTCAGATAAAACA3
conf-Fo
CKS1D. 25 62.5 5 TTCTAGTTGACTAGTTTTGGAGCGT3’
conf-Re
Conf.pF 20 53.8 5" TCGCGAGCCCATTTATACCC3’
6a-Re
TvCKS1 31 60.9 5" TAGAATTCAGTGTTGACGATATCAGGTACTC
-EcoRI- 3

F
TvCKS2 33 60.9 5 TAGAATTCAGTGTTGACGAGATTATATACTC
-EcoRI- AG3’

F
p13Suc 36 61.7 5 TATCCTCGAGTTAAAGGGCATCTTTAGGAAC
1-Xho-R ATTTC3

Anexo |l Medios de cultivo

Medios de cultivo para Levaduras

Medio rico (YPD)

Liquido  Sélido

Extracto de Levadura 10g 10g
Peptona 20g 209
Dextrosa anhidra 20g 20g
Agar 20g
Agua bidestilada 1L 1L

Disolver los componentes en agua bidestilada y esterilizar en autoclave

Medio YPGal/Raf
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Liquido Solido

Extracto de Levadura 10¢g 10¢g
Peptona 20¢ 209
Galactosa 100 mL 100 mL
Rafinosa 100 mL 100 mL
Agar 20¢
Agua bidestilada 800 mL 800 mL

Disolver todos los componentes en agua bidestilada excepto la Galactosa y/o Rafinosa y
esterilizar en autoclave. Posteriormente adicionar las fuentes de carbono.

Soluciones stock previamente esterilizadas por filtracién (0.22um)

Galactosa al 20%

Rafinosa al 10%

Medio Minimo 1 Dextrosa MM1/Dextrosa

Sélido

YNB w/o aminoacids 6.79g

Dextrosa 2049

Nutrientes adicionales Ver tabla de nutrientes
adicionales

Agar 259

Agua bidestilada 880 mL

Medio Minimo 1 Galactosa-Rafinosa (MM1/Gal/Raf)

Liquido Sdélido
YNB w/o aminoacids 6.79 6.79
Galactosa 100 mL 100 mL
Rafinosa 20 mL 20 mL
Nutrientes adicionales Ver tabla de nutrientes adicionales
Agar 25¢
Agua bidestilada 880 mL 880 mL

Medio Minimo 2 Galactosa-Rafinosa (MM2/Gal/Raf)

Solido
YNB sin amonio 1749
Acido glutamico lg
Galactosa 100 mL
Rafinosa 20 mL
Agar 259
Agua bidestilada 880 mL

Disolver todos los componentes en agua bidestilada excepto la Galactosa y/o Rafinosa y
esterilizar en autoclave. Posteriormente adicionar las fuentes de carbono.

Utilizar los stocks de Galactosa y Rafinosa empleados para la preparacion del medio
YPGalRaf.

Tabla de concentraciones de nutrientes adicionales para medio minimo

Nutriente Concentracion Volumen del stock Concentracion final
stock (g/100 mL) para 1L (mL) en el medio (mg/L)




Adenina 0.2 10 20
Uracilo 0.2 10 20
L-Triptéfano 0.2 10 20
L-Histidina 1 2 20
L-Metionina 1 2 20
L-Leucina 1 10 100
L-Lisina 1 3 30

Disolver los stocks en 100 mL de agua bidestilada y esterilizar en autoclave. Usar en

condiciones de esterilidad y conservar a TA.

Nota importante: La Histidina y el Triptéfano deben ser conservados protegidos de la luz

Medio de pre-esporulacion

Extracto de levadura
Peptona

Dextrosa anhidra
Agar

Agua bd c.b.p.

Disolver los ingredientes en agua bidestilada y esterilizar en autoclave.

Medio Minimo de esporulacion

Acetato de potasio
Agar
Agua bd c.b.p.

Sdlido
0.8g
0.3g

10g

29

1000 mL

Sélido
1049
209
1000 mL

Agregar las auxotrofias que correspondan de acuerdo con lo indicado en la tabla.

Disolver los ingredientes en agua bidestilada y esterilizar en autoclave.

Tabla de concentraciones de nutrientes adicionales para medio minimo de

esporulaciéon

Nutriente Concentracion Volumen del Concentracion
stock (g/100 mL) stock para 1L final en el medio
(mL) (mg/L)
Adenina 0.2 2.5 5
Uracilo 0.2 2.5 5
L-Triptéfano 0.2 2.5 5
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L-Histidina 1 0.5 5
L-Metionina 1 0.5 5
L-Leucina 1 2.5 25
L-Lisina 1 0.75 7.5

Disolver los stocks en 100 mL de agua bidestilada y esterilizar en autoclave. Usar en
condiciones de esterilidad y conservar a TA.

Nota importante: La Histidina y el Triptéfano deben ser conservados protegidos de la luz

Medio de cultivo para bacterias

Medio Luria Bertani (LB)

Liquido  Sdlido

Peptona 10g 10g

Extracto de Levadura 59 59

Nacl 59 59

NaOH 10M 0.3 mL 0.3 mL

TrisIM pH 8 10 mL 10 mL

Agar 15¢g

Agua bd c.b.p. 1000 mL  1000mL

Antibiético Concentracioén de stock Concentracion final en el medio de
cultivo

Ampicilina 100 mg/mL 100 pg/mL

Kanamicina 50 mg/mL 50 pg/mL

Geneticina 200 mg/mL 200 pg/mL

* Se diluye en agua estéril y se filtra con membrana de 0.22 um.

IPTG
Concentraciéon de stock  Concentracion final
1M imM

Anexo Il Soluciones y Amortiguadores

Amortiguador TE 10X pH 7.5

Tris-HCI 100 mM, pH 7.5 Stock: 1M, pH 8 10 mL
EDTA 10 mM, pH 8 Stock: 0.5M, pH 8 2 mL

Preparar a partir de las soluciones stock, aforar a 100 ml
con agua bidestilada y esterilizar en autoclave.

101



Solucién TEL

Amortiguador TE 10X 100 pL
Acetato de Litio 1M 100 pL
Agua bidestilada 800 pL

Preparar al momento a partir de las soluciones stock ya estériles.

Solucién TELP
Amortiguador TE 10x, pH 7.5 100 pL

Extraccién de DNA gendmico de levadura

Solucién A.

Tritdbn X-100 2%
SDS 1%
NacCl 100 mM
Tris HCL pH-8 10 mM
Na-EDTA imM
Solucién B

Se prepara al momento. Se usa 1 mL por muestra.

Fenol: Cloroformo: Alcohol isoamilico (25: 24:1)
Acetato de litio 1M 100 pL

PEG 4000 al 50 % 800 pL

Transformacion de levaduras

Acetato de Litio, 1M

Disolver en agua, aforar y esterilizar por filtracion.
Amortiguador TE, pH 7.5

Tris HCI 10 Mm, pH 7.5
Preparar a partir de los stocks y esterilizar en autoclave.

EDTA 1mM pH 8
Preparar a partir de los stocks y esterilizar en autoclave.

DNA de esperma de salmén 10 mg/mL

Ver protocolo de preparacion: Invitrogen cat: 15632-011

PEG 4000 al 40% en agua bidestilada
Disolver en la mitad del volumen final, aforar y filtrar a través de una membrana de 0.22um.

SDS-PAGE semi-desnaturalizante

Stock de Acrilamida

Acrilamida 29.2¢g
Bis-acrilamida 0.89

Disolver, aforar y filtrar con papel Whatman. Almacenar enfrasco protegido de la luz y en
refrigeracion.
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Preparar al momento a partir de las soluciones stock ya estériles. Se usan 300 ul por cada

evento de transformacion.

Gel separador 15%

5mL Stock de Acrilamida

2.5 mL Amortiguador separador

2.4 mL Agua bidestilada

100 pL persulfato de amonio (PSA) al 10 %

4 uL Tetrametiletilendiamina (TEMED)

Amortiguador separador

Trizma base 18.17¢g Concentracién
final: 1.5M
SDS 0.49 0.4%

Amortiguador de corrida 10x, 1L

Trizma base
Glicina

30.3g
142.7g

Transferencia de proteinas

Solucién de transferencia, 1L
NaHCO;

NaCO;

Metanol

Gel concentrador 5%

0.83 pL Stock de Acrilamida

1.3 yL Amortiguador concentrador
2.9 uL Agua bidestilada

50 pL PSA

5 uL TEMED

Amortiguador concentrador

Trizma 6.06 g Concentracién
base final:0.5 M
SDS 0.49 0.4%

Amortiguador de corrida 1x, 1L

895 mL
100 mL

Agua bidestilada
Amortiguador de
corrida 10x

SDS al 10 % 5mL

0.84g
0.32¢g
200 mL

Disolver los reactivos en agua destilada y aforar a 800 mL, agregar el metanol y mezclar.
Esta solucion puede ser reutilizada. Esta solucion puede ser reutilizada hasta 4 veces

siempre que se conserve en refrigeracion.

Amortiguador de muestra SDS-PAGE 10 mL

Con B-mercaptoetanol

Tris-HCI 1,25 M pH 6.8 1.25mL
Glicerol 2mL
SDS 10% 400 pL
B-mercaptoetanol 200 pL
Azul de Bromofenol 1mg
Agua bidestilada estéril 6.15 mL

Sin B-mercaptoetanol
1.25 mL
2mL
400 pL

1mg
6.35 mL

Purificacion de proteinas etiquetadas con Histidinas

*Amortiguador de lisis (1L)

NaH,PO, NaH,PO, NaH,PO,
NaCl NacCl NacCl
Imidazol Imidazol Imidazol

*Amortiguador de lisis (1L)

*Amortiguador de lisis (1L)

NaH,PO, NaH,PO, NaH,PO,
NacCl NacCl NacCl
Imidazol Imidazol Imidazol

"Ajustar a pH 8 con NaOH vy esterilizar por filtracion.
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Western-blot para reconocer etiquetas de Histidinas

TTBS, 1L TTBS, 1L

Trizma base Trizma base

NaCl NaCl

Tween20 Tween20

Disolver en agua bidestilada y aforar. Disolver en agua bidestilada y aforar.
Esterilizar en autoclave y conservar a TA. Esterilizar en autoclave y conservar a TA.

Anexo IV Enzimas utilizadas
Hindlll (Invitrogen) Concentracion de stock: 10 U/uL
EcoRV (Invitrogen) Concentracién de stock: 10 U/uL
BamHI (Invitrogen) Concentracion de stock: 10 U/pL
Lisozima Concentracién stock 100 mg/mL
Nucleasa Benzonasa Concentracion de stock: 250 U/uL
(Sigma, cat. No. E1014-25KU)
Liticasa Concentracion de stock: 2.84mg/mL
Anexo V
pPYES2-Tvcksl pPYES2-Tvcks2
pYES2-CKS1 pYES2
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pPYES2-TvCKS1 PYES2-TvCKS2 PYES2-CKS1
His + Leu +Gen His + Leu + Gen His + Leu + Gen

Figura 1. Cultivo en medio rico YPGal/Raf de colonias seleccionadas al azar a partir
de la esporulacién de la mutante S. cerevisiae CKS1l/ckslA::KanMX con las
construcciones A. pYES2-TvCKS1, B. pYES2-TvCKS2, C. pYES2-CKS1 (control

positivo), D. pYES2 (control negativo).
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His + Leu + Lys + Gen His + Leu + Lys + Gen His + Leu + Lys + Gen

His + Leu + Met + Gen His + Leu + Met + Gen His + Leu + Met + Gen

His + Leu + Lys + Met + Gen His + Leu + Lys + Met + Gen  His + Leu + Lys + Met + Gen

Figura 2. Anexo V. Ensayo de complementacién por el método de esporas al azar de las mutantes
transformadas con pYES2-TvCKS1, pYES2-TvCKS2 y pYES2 (control negativo). Seleccién por
auxotrofias. Las mutantes fueron cultivadas en Medio Minimo MM2/Gal/Raf suplementado con
diferentes combinaciones de aminoacidos. Las flechas muestran un ejemplo representativo de
cada poblacion de células identificada. Flechas rojas: Colonias de células haploides mutantes;
Flechas azules: Colonias de células haploides silvestres; Flechas negras: Colonias de células
diploides.
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